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lahko s pridobitvijo genskih zapisov za različne dejavnike virulence kolonizira tudi 
druga tkiva in organske sisteme ter povzoči raznolika bolezenska stanja. Vse več 
patogenih sevov E. coli ima poleg dejavnikov virulence tudi gene, ki jim omogočajo 
odpornost proti protimikrobnim učinkovinam. Še posebno problematične so β-
laktamaze iz skupin ESBL, AmpC in karbapenemaze. Cilj magistrske naloge je bil 
ugotoviti prisotnost, porazdelitev in dinamiko širjenja genskih zapisov za encime iz 
skupine ESBL in AmpC v izbranih perutninskih rejah. Izolate iz zbirke fenotipsko 
opredeljenih ESBL- in AmpC-pozitivnih sevov E. coli, vzorčenih v perutninskih 
rejah v Sloveniji, smo uvrstili v klonalne in filogenetske skupine in pri vsakemu 
preverili prisotnost 20 genov za dejavnike virulence. Za 64 izolatov, ki smo jih 
uvrstili v 39 klonalnih skupin, smo genotipsko potrdili prisotnost zapisov za encime 
iz skupine ESBL in AmpC. Največ (40,3 %) izolatov je imelo alel blaSHV-12, za 29,2 
% izolatov pa smo potrdili prisotnost blaCMY-2. Poleg tega smo v 28 izolatih potrdili 
prisotnost plazmidno zapisanega gena qnrS, ki je povezan z nizko ravnjo odpornosti 
proti fluorokinolonom. Večina qnrS-pozitivnih izolatov je hkrati imelo tudi alel 
blaSHV-12, zato smo predvidevali, da je plazmidno zapisan in se širi predvsem s 
horizontalnim genskim prenosom. S konjugacijo smo ugotovili relativno nizko (10-
4-10-8) frekvenco prenosa konjugativnih plazmidov. Iz transkonjugant smo izolirali 
pDNA, jo razrezali in med seboj primerjali plazmidne restrikcijske profile. Ugotovili 
smo, da se plazmid s qnrS in blaSHV-12 širi v rejah predvsem horizontalno, s 
konjugacijo. Geni blaCTX-M se znotraj rej širijo predvsem vertikalno. 
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AB Escherichia coli is a commensal bacteria found in the gastrointestinal tract of warm-
blooded animals. By aquisition of various virulence factor genes it can colonise other 
tissues and organs, thus becoming pathogenic. Additionally, the number of 
antimicrobial resistant strains is steadily increasing in the last two decades. The most 
concerning β-lactamases are ESBLs, AmpC and carbapenemases. The aim of our 
study was to determine the presence, distribution and the spread of ESBL and/or 
AmpC-producing E. coli in and among animals from selected poultry farms. Strains 
phenotypically positive for ESBL and AmpC enzymes were isolated from different 
poultry farms in Slovenia, have been grouped into 39 different clonal groups based 
on ERIC-PCR. Sixty-four isolates that were confirmed as ESBL- and AmpC-positive 
by molecular approaches, were further assigned to phylogenetic groups and screened 
for presence of different resistance and 20 virulence genes. The majority of the 
isolates (40,3 %) carried the blaSHV-12 allele and only 29,2 % the blaCMY-2 allele. 
Twenty-eight were positive for presence of qnrS gene. Twenty-six of them also 
carried the blaSHV-12 allele. Several conjugation experiments revealed a different low 
conjugation frequencies (10-4-10-8), depending on the donor strain and the selected 
resistotype. Restriction profile analysis of plasmid DNA from transconjugants 
confirmed the presence and more frequently vertical spread of different plasmids 
encoding AmpC- and CTX-M- β-lactamase genes and the predominantly horizontal 
spread of 2, almost identical, plasmids encoding blaSHV-12 and qnrS genes in and 
between poultry farm included in the survey.  
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DAEC  difuzno adherentne E. coli (angl. diffusely adherent E. coli) 
dH2O  destilirana voda 
DNA  deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
EAEC  enteroagregativne E. coli (angl. enteroaggregative E. coli) 
E. coli  bakterija Escherichia coli 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina (angl. ethylenediaminetetraacetic acid) 
EHEC  enterohemoragične E. coli (angl. enterohemorrhagic E. coli) 
EIEC  enteroinvazivne E. coli (angl. enteroinvasive E. coli) 
EP  skupina EP (skupine z enakim ali zelo podobnimi profili ERIC-PCR) 
EPEC  enteropatogene E. coli (angl. enteropathogenic E. coli) 
EPS  eksopolisahardi (angl. exopolysaccharides) 
ERIC enterobakterijska, ponavljajoča se intergenska skupna zaporedja (angl. 
enterobacterial repetitive intergenic consensus) 
ESBL tip β-laktamaz z razširjenim spektrom delovanja (angl. extended-spectrum β-
lactamases) 
ETEC  enterotoksigene E. coli (enterotoxigenic E. coli) 
ExPEC izvenčrevesne patogene E. coli (angl. extraintestinal pathogenic E. coli) 
FKI  fenol-kloroform-izoamilalkohol 
HA  gojišče hranilni agar    
IPEC  črevesne E. coli (angl. intestinal pathogenic E. coli) 
KA  gojišče, obogateno s krvjo 
kb  kilobaza 
KI  kloroform-izoamilalkohol 
LB  gojišče Luria-Bertani 
MH  gojišče Mueller Hinton 
MIK  minimalna inhibitorna koncentracija 
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MNEC E. coli, ki povzročajo meningitis (angl. meningitis-associated E. coli) 
OXA  tip β-laktamaz   
PBP  penicilin-vezavni proteini (angl. penicillin-binding proteins) 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (angl. polimerase chain reaction) 
pDNA  plazmidna deoksiribonukleinska kislina 
PMQR plazmidno kodirana odpornost proti kinolonom (angl. plasmid-mediated 
quinolone resistance) 
R-plazmid plazmid, ki posreduje odpornost proti protimikrobnim učinkovinam  
RNA  ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid) 
SHV  tip β-laktamaz 
SEPEC E. coli, ki pri ljudeh povzroča sepso (angl. human sepsis-associated E. coli) 
TBE  tris-boratni elektroforezni pufer (angl. TRIS-borate-EDTA buffer) 
Tc  tetraciklin 
TEM  tip β-laktamaz 
Tp  trimetoprim    
UPEC  uropatogene E. coli (angl. uropathogenic E. coli) 
UV  ultravijolična svetloba 
VFG   geni za dejavnike virulence (angl. virulence factor genes) 
vrt./min vrtljaji na minuto 
     
 
Šabić E. Genotipska opredelitev ESBL in AmpC … Escherichia coli … iz perutnine v izbranih rejah. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulte, Študij mikrobiologije, 2019 
1 
1 UVOD 
Bakterija Escherichia coli, je v razmerju do svojega gostitelja lahko komenzalna ali 
patogena. Običajno živi v prebavnem traktu toplokrvnih živali vključno s človekom, 
izoliramo pa jo lahko tudi iz naravnega okolja. Številni komenzalni sevi imajo lahko 
pozitivne učinke na svojega gostitelja, kot so npr. sinteza vitaminov, zasedba ekološke niše 
in zaščita pred drugimi bakterijami. Genom E. coli se lahko predvsem zaradi horizontalnega 
prenosa genov zelo hitro spreminja. Tako lahko sevi pridobijo dodatne genske zapise za npr. 
odpornosti proti protimikrobnim učinkovinam (ARG; angl. antimicrobial resistance genes) 
ali za dejavnike virulence (VFG; angl. virulence factor genes), ki bakteriji omogočajo 
naselitev sicer sterilnih organskih sistemov, poškodbo celic v prvotnem gostiteljskem 
habitatu in invazijo globljih oziroma drugih tkiv (npr. črevesni epitelij), izogibanje 
imunskemu sistemu ter druge učinke, povezane s patogenostjo, to je z zmožnostjo 
povzročitve bolezni. Čeprav je bilo še pred dvema desetletjema za zdravljenje bakterijskih 
okužb na voljo veliko število različnih protimikrobnih učinkovin, se izbor hitro krči zaradi 
pojava vse večjega števila odpornih bakterijskih vrst. Vse več je objav, ki poročajo o 
številnih primerih večkratno odporne E. coli, še posebno v povezavi s humanimi 
izvenčrevesnimi (ExPEC; angl. extraintestinal pathogenic E. coli) in za ptice patogenimi 
(APEC; iz angl. avian pathogenic E. coli) sevi. Pojav in zdravljenje okužb s sevi ExPEC in 
APEC posledično predstavlja ogromno breme za javno zdravstvo in gospodarstvo. 
Nedvomno je večje število odpornih bakterij povezano s povečano/prekomerno uporabo 
protimikrobnih učinkovin v humani in veterinarski medicini ter živinoreji, kar posledično 
povečuje pritisk za selekcijo odpornih sevov in vrst. Pred desetletji je bila uporaba nekaterih 
protimikrobnih učinkovin praksa v intenzivnih rejah domačih živali, med njimi tudi 
perutnine, saj delujejo kot promotorji rasti. Mnoge države, med njimi tudi Slovenija, so to 
prakso zakonsko prepovedale, uporabo medicinsko pomembnih protimikrobnih učinkovin v 
veterinarski medicini pa močno omejile. 
Čeprav je širjenje VFG in ARG lahko vertikalno ali horizontalno s t.i. horizontalnim 
genskim prenosom (HGT; ang horizontal gene transfer), je slednji mehanizem v zadnjih 
desetletjih bolj povezan z raznosom ARG za klinično in/ali kronično pomembne 
protimikrobne učinkovine, tudi pri E. coli. Najbolje in najpogosteje opisan mehanizem HGT 
je konjugacija, v zadnjem času pa se vedno več omenja tudi širjenje ARG s transdukcijo. 
Posebno pozornost zadnjih nekaj let posvečamo odpornosti proti β-laktamskim 
antibiotikom, še posebno encimom z razširjenim spektrom delovanja (ESBL; angl. 
extended-spectrum beta-lactamases) ter plazmidno kodiranim cefalosporinazam iz skupine 
AmpC (pAMPC). Ključnega pomena za opredelitev celotne problematike torej ni samo 
poznavanje trendov, povezanih s številom in vrsto odpornih bakterij, ampak tudi poznavanje 
bremena horizontalnega prenosa, vključno z mobilnimi genetskimi elementi (npr. plazmidi) 
in dejavniki, ki vplivajo na uspešnost /pogostnost prenosov.  
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1.1 NAMEN DELA 
V magistrskem delu smo analizirali 72 fenotipsko ESBL- in pAmpC-pozitivnih izolatov 
vrste Escherichia coli (E. coli), ki so jih v laboratoriju Inštituta za mikrobiologijo in 
parazitologijo Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani izolirali iz vzorcev izbranih 
slovenskih perutninskih rej. Temeljni namen naše raziskave je bila opredelitev mehanizma 
širjenja genetskih determinant za encime iz skupine ESBL in pAmpC. Ugotoviti smo želeli, 
ali je širjenje genov za encime ESBL in pAmpC posledica vertikalnega prenosa, se pravi 
širjenja posameznih ESBL- in AmpC-pozitivnih sevov E. coli, ali horizontalnega prenosa 
enega ali več plazmidov med različnimi sevi E. coli. Način prenosa fenotipske in genotipske 
odpornosti smo opredelili za izolate iz vzorcev zraka, obujkov in organov, ki so bili 
pridobljeni v različnih časovnih obdobjih, v sedmih rejah. Da bi ugotovili, ali so izolati iz 
različnih vzorcev enaki, smo za vseh 72 izdelali profile ERIC-PCR in klonalne izolate 
uvrstili v skupine EP (skupine ERIC-PCR). Nadalje smo želeli pri vseh izolatih z ESBL- in 
AmpC-tipom β-laktamaz z metodo PCR preveriti prisotnost genskih zapisov za encime 
skupin TEM, SHV, OXA, CTX-M, pAmpC ter plazmidno zapisanih genov, ki posredujejo 
odpornosti proti kinolonom (PMQR; angl. plasmid-mediated quinolone resistance). 
Možnost horizontalnega prenosa determinant za odpornost proti β-laktamom iz skupin 
ESBL in pAmpC ter kinolonom (PMQR) smo nameravali preveriti s poskusi konjugacij v 
tekočem gojišču in selekcijo transkonjugant (TK) na ustreznih selektivnih gojiščih.  
Da bi ugotovili, ali se s konjugacijo prenašajo enaki ali različni plazmidi z zapisom za 
odpornost, smo iz izbranih transkonjugant izolirali plazmide, jih rezali z encimoma HindⅢ 
in EcoRⅠ in naredili primerjavo restrikcijskih profilov. 
1.2 HIPOTEZE 
- Izolati E. coli v isti reji perutnine, ki smo jih pridobili z vzorčenjem v različnih 
časovnih obdobjih, in imajo različne zapise za odpornost iz skupin ESBL in AmpC, 
pripadajo različnim ERIC-klonalnim skupinam. 
- Izolati E. coli v isti reji, ki smo jih pridobili z vzorčenjem pri različnih starostih, in 
imajo enake zapise za odpornost iz skupin ESBL in AmpC pripadajo enakim ERIC-
klonalnim skupinam. 
- Genski zapisi za encime iz skupine ESBL, AmpC in PMQR se širijo v in med rejami 
vertikalno z enakimi kloni E. coli in horizontalno na enakih plazmidih v različnih 
sevih E. coli. 
- Izolati E. coli iz različnih vzorcev (vzorčenih v istem obdobju) – zraka, obujkov in 
organov imajo podobne gene za dejavnike virulence. 
- Frekvenca konjugacije plazmidov z zapisom za encime iz skupin ESBL in AmpC v 
sev J53 Azr, so različne in odvisne predvsem od vrste plazmida. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 BAKTERIJA ESCHERICHIA COLI 
Bakterijo E. coli uvrščamo v rod Escherichia, družino Enterobacteriaceae znotraj γ-
proteobakterij. Je po Gramu negativna, nesporulirajoča paličasta bakterija, ki naseljuje 
prebavni trakt človeka in toplokrvnih živali (Kaper in sod., 2004). V prebavnem traktu ima 
pomembno metabolno vlogo, saj sodeluje pri sintezi vitaminov K in B12. Poleg tega E. coli 
s svojim fakultativno anaerobnim metabolizmom pripomore k ustvarjanju anoksičnih 
pogojev znotraj debelega črevesa. Izolate E. coli so v preteklosti uvrščali v različne 
(pod)skupine na podlagi različnih kriterijev. Danes je najbolj uveljavljena delitev na skupini 
človeških patogenih in komenzalnih sevov E. coli. Pri tem je treba poudariti, da lahko 
'patogeni' sevi E. coli druge živali kolonizirajo asimptomatsko (Lukjancenko in sod., 2010).  
2.1.1 Skupine patogenih E. coli 
Patogene seve E. coli lahko nadalje razdelimo na podskupine glede na anatomsko mesto 
okužbe in klinično sliko, ki jo povzročajo pri ljudeh. Tako lahko razlikujemo med črevesnimi 
(IPEC; angl. intestinal pathogenic E. coli) in izvenčrevesnimi sevi. Tako IPEC- kot ExPEC-
seve lahko nadalje razdelimo v specifične t.i. patotipe, in sicer glede na klinično sliko, ki jo 
povzročijo, prisotnost dejavnikov virulence in filogenetsko ozadje. Med črevesne patogene 
seve E. coli prištevamo enteroagregativne (EAEC; angl. enteroaggregative E. coli), 
enterohemoragične (EHEC; angl. enterohemorrhagic E. coli), enteroinvazivne (EIEC; angl., 
enteroinvasive E. coli), enterotoksigene (ETEC; angl. enterotoxigenic E. coli), 
enteropatogene (EPEC; angl. enteropathogenic E. coli) in difuzno adherentne (DAEC; angl. 
diffusely adherent E. coli) (Leimbach in sod., 2013). Sevi EPEC, EHEC in ETEC lahko 
povzročajo okužbe tudi pri živalih. Ti sevi imajo poleg dejavnikov virulence, ki so prisotni 
pri človeških sevih, tudi dodatne, predvsem kolonizacijske determinante, ki jih v človeških 
sevih E. coli ne zasledimo. Med seve ExPEC uvrščamo uropatogene (UPEC; angl. 
uropathogenic E. coli), seve povezane z meningitisom pri novorojenčkih (MNEC; angl. 
meningitis-associated E. coli) ter seve SEPEC (angl. human sepsis-associated E. coli), ki pri 
ljudeh povzročajo sepso (Kaper in sod., 2004). 
2.1.1.1 Sevi APEC 
O problematiki patogenih E. coli pri človeku je vsako leto objavljenih veliko raziskav. V 
zadnjem času pa se je povečalo tudi število objav, ki obravnavajo problematiko okužb z E. 
coli pri različnih živalih, predvsem v intenzivni reji živali. Zaskrbljujoče naraščanje števila 
proti protimikrobnim učinkovinam odpornih bakterij je posebej problematično v 
perutninskih rejah, saj individualno doziranje protimikrobnih učinkovin obolelim živalim ni 
možno. Za perutnino patogeni sevi E. coli povzročajo kolibacilozo. Gre za nalezljivo 
bolezen, ki lahko prizadene veliko število živali. Okužbe z sevi APEC pri perutnini 
povzročajo vnetje rumenjakove vrečke, respiratorne bolezni, kolispetikemijo, peritonitis, 
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osteomielitis in drugo (Porter, 1998). Bolezni, ki so posledica okužb s sevi APEC, 
povzročajo precejšnje ekonomske izgube v perutninski panogi po svetu. Nekatere raziskave 
pa izpostavljajo tudi možno povezavo med sevi APEC in okužbami pri ljudeh (Fu in sod., 
2017). Poleg neposrednega stika je najpogostejši način prenosa preko prehranske verige. 
Ne glede na objavljene raziskave je zaradi raznolikosti sevov APEC opredelitev skupine še 
vedno problematična. To je razvidno iz npr. raznolikosti serotipov, ki so povezani s 
kolibacilozo, in vrste, števila ter kombinacij prisotnih genov za dejavnike virulence. Za 
opredeljevanje in razlikovanje sevov E. coli se od leta 2000 pogosto uporablja razvrščanje v 
različne t.i. filogenetske (pod)skupine (Clermont in sod., 2000; Branger in sod., 2005), ki se 
pogosto nadgradi z ugotavljanjem prisotnosti števila in vrst virulentnih dejavnikov in/ali 
zapisov za odpornost v posamezni filogenetski skupini.  
2.1.1.1.1 Razlikovanje sevov APEC 
Zaradi že omenjene raznolikosti sevov APEC je težavno, a pomembno spremljanje 
klonalnosti in podobnosti sevov. Najbolj natančno analizo lahko naredimo s primerjavo 
genomskih zaporedij (Lukjacenko in sod., 2010). Ker je pridobivanje in analiza številnih 
celih genomov za večino laboratorijev še vedno precejšnje finančno breme, lahko uporabimo 
za opredelitev podobnosti/klonalnosti izolatov druge, manj natančne a cenovno bolj ugodne 
pristope. Tipizacija na osnovi multilokusnih zaporedij (MLST; angl. multilocus sequence 
typing) je nekoliko enostavnejša metoda v primerjavi s sekvenciranjem celotnega genoma. 
Temelji na primerjavi zaporedij sedmih gospodinjskih genov. Za MLST-tipizacijo E. coli 
ugotovimo zaporedje genov adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA ter recA (Lukjacenko in sod., 
2010). Posameznemu zaporedju pripišemo alelno številko in posamezni kombinaciji alelnih 
številk sekvenčni tip (ST; angl. sequence type). V kolikor se želimo izogniti ugotavljanju 
zaporedja nukleotidov, lahko uporabimo tudi druge metode, npr. ERIC-PCR (Versalovic in 
sod., 1991). Seve pa lahko med seboj razlikujemo tudi s primerjavo prisotnosti genov za 
dejavnike virulence in/ali razporeditev v filogenetske skupine. 
2.1.1.1.2 Metoda ERIC-PCR 
Primerjava in ločevanje sevov z metodo ERIC-PCR temelji na pomnoževanju 
enterobakterijskih ponavljajočih se intergenskih skupnih zaporedij (ERIC; angl. 
enterobacterial repetitive intergenic consensus). Omogoča ločevanje ne le različnih 
enterobakterijskih, temveč tudi zelo podobnih sevov iste vrste (Versalovic in sod., 1991). 
Uporabnost te zelo enostavne in cenovno dostopne metode za razlikovanje med sevi sta 
potrdila na zbirki sevov APEC med drugim tudi Al-Kandari in Woodward (2019). 
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2.1.2 Filogenetske skupine 
Leta 2000 je Clermont s sodelavci predstavil enostavno metodo za razvrščanje sevov E. coli 
v štiri filogenetske skupine (A, B1, B2 in D) na podlagi prisotnosti oz. odsotnosti 2 genov – 
chuA in yjaA ter fragmenta DNA TSPE4.C2. Branger in sod. (2005) so razdelitev razširili z 
uvedbo dodatnih podskupin, v prvotnih skupinah A, B2 in D. Razširjena prvotna 
filogenetska shema tako vključuje (pod)skupine A0, A1, B1, B22, B23 ter D1 in D2. 
Razvrstitev izolatov v (pod)skupine pogosto povezuje bakterijski sev s posameznimi patotipi 
oziroma okužbami, prisotnostjo virulentnih dejavnikov in geni za odpornost proti 
protimikrobnim učinkovinam. S takšnim pristopom lahko zaznamo trende in dinamiko 
sprememb različnih sevov E. coli, izoliranih iz različnih okolj in okužb. Na podlagi številnih 
raziskav je bilo tako ugotovljeno, da se večina humanih sevov ExPEC uvršča v skupino B2 
in nekoliko manj pogosto v skupino D, komenzalni sevi pa so povezani s skupino A 
(Clermont in. sod., 2000; Leimbach in sod., 2013; Logue in sod., 2017). Sevi APEC se ne 
uvrščajo v skupino B23, v kateri so prvenstveno humani patogeni sevi (Cordoni in sod., 
2016). 
 
Slika 1: Dihotomni ključ za določevanje filogenetske skupine seva na podlagi metode PCR, s katero 
preverjamo prisotnost oz. odstotnost genov chuA in yjaA ter fragmenta DNA TSPE4.C2 (prirejeno po Clermont 
in sod., 2000; Branger in sod., 2005). 
Leta 2013 je Clermont s sodelavci prenovil prvotno metodo in že obstoječim skupinam A, 
B1, B2 in D dodal skupine C, E, F in ter kriptični skupini Ⅰ in Ⅱ. (angl. clade Ⅰ in Ⅱ). Poleg 
začetnih oligonukleotidov, ki so specifični za pomnožitev chuA , yjaA ter fragmenta DNA 
TSPE4.C2, so v prenovljeni protokol vključeni začetni oligonukleotidi specifični za gen 
arpA, ter oligonukleotida za ločevanje med skupinami C in E. Prenovljeni protokol omogoča 
natančnejše razlikovanje med sorodnimi sevi, ter med sevi v skupini APEC. 
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Slika 2: Dihotomni ključ za določanje filogenetske skupine na podlagi prenovljene metode PCR po Clermont 
in sodelavci (2013). U= angl. untypeable. 
2.1.3 Virulentni dejavniki, povezani z E. coli 
Virulenca je definirana kot zmožnost organizma, da povzroči določeno bolezen v 
določenemu gostitelju. V primeru E. coli je virulenca posledica kumulativnega učinka enega 
ali več specifičnih virulentnih dejavnikov, ki ločijo potencialno patogene seve od 
komenzalnih (Johnson, 1991). Glede na to, v kateri stopnji patogeneze jih bakterija 
potrebuje, lahko VFG delimo v različne skupine. Adhezini bakteriji omogočajo pritrditev na 
mesto okužbe. V naslednji stopnji poleg adhezinov sodelujejo tudi toksini, ki bakteriji 
olajšajo vdor v gostiteljske celice in raznašanje v druga tkiva/dele telesa. Za preživetje 
bakterij so pomembni še mehanizmi za privzem železa ter dejavniki, ki omogočajo izmikanje 
obrambnemu sistemu gostitelja. 
2.1.3.1 Adhezini 
Pritrditev na ustrezno podlago (npr. epitelij sečnega mehurja) je prvi korak v procesu 
bakterijske kolonizacije gostitelja in je pogosto posredovan s fimbrijami oziroma pili 
(Johnson, 1991). Proces pritrjevanja se začne, ko se površinski bakterijski adhezini povežejo 
s celičnimi receptorji gostiteljske celice ali proteini zunajceličnega matriksa (Conceição in 
sod., 2012). Hkrati pritrditev na gostitelja onemogoča, da bi gostitelj z normalnim tokom 
telesnih izločkov (krvi, urina, črevesne vsebine) izločil mikrobne patogene iz telesa. Poleg 
vloge pri kolonizaciji gostitelja adhezini delujejo tudi kot antigeni in aktivirajo imunski 
sistem gostitelja. 
FimH uvrščamo med fimbrije tipa Ⅰ, ki prepoznajo in se vežejo na D-manozo na površini 
gostiteljske celice. Poleg D-manoze prepoznajo tudi manotriozne receptorje, protein Tamm-
Horsfall CD48, laminin, kolagen, fibronektin in abiotske površine (Hung in sod., 2002). 
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Produkt gena fimH ni nujen za nastanek fimbrij, vpliva pa na njihovo dolžino in adherentne 
značilnosti (Antão in sod., 2009). FimH lahko omogoča tudi združevanje bakterij v skupke 
in tvorbo biofilmov. Fimbrije tipa 1 poleg adhezije bakteriji omogočajo vstop v gostiteljske 
celice pri invaziji tkiv (Martinez in sod., 2000). 
Geni pap kodirajo fimbrije P, ki so po zgradbi zelo podobni fimbrijam tipa Ⅰ. Gen papG 
kodira zapis za adhezin na konici P-fimbrij, ki je nujen za pritrjevanje na receptor Galα(1-
4)-Gal (Antão in sod., 2009). Poznamo tri alele papG z različno specifičnostjo vezave na 
glikolipide Gal-Gal, ki tako prispevajo k tkivnemu tropizmu (Hull in sod., 1981).  
Adherentne agregativne fimbrije lahko delimo v 4 različne tipe. Genski zapisi so na 
plazmidih pAA. Organizacija genov aaf je podobna kot pri genih za adhezine iz družine 
Afa/Dr (Farfan in sod., 2008). 
Hra (angl. heat-resistant agglutinin) je proti vročini odporen protein zunanje membrane in 
deluje kot nefimbrijski adhezin, ki neodvisno od manoze zleplja tako človeške kakor tudi 
živalske eritrocite in črevesne celice (Srinivasan in sod., 2003). 
Genski zapis bmaE je še eden izmed genov, povezanih z nefimbrijskimi adhezini. Gre za 
enega izmed 5 prekurzorjev (bmaA-bmaE), ki omogoča M-specifično hemaglutinacijo. 
Adhezini Bma so pogosto prisotni v patogenih sevih E. coli vendar ne v takšnem deležu 
kakor fimbrije P in S (Rhen in sod., 1986). 
2.1.3.2 Avtotransporterji in toksini 
Proteini, ki sami usmerjajo svoje izločanje preko zunanje membrane po Gramu negativnih 
bakterij, uvrščamo v družino avtotransporterjev. Značilen avtotransporter sestavljajo 3 
podenote: N-terminalni vodilni peptid (signalno zaporedje), osrednja potniška domena (angl. 
passenger domain), ki opravlja glavno vlogo proteina ter C-terminalna domena, ki omogoča 
prehod preko zunanje membrane. SPATE (angl. serine protease autotransporters of 
Enterobacteriaceae) je skupina serinskih-proteaznih enterobakterijskih avtotransporterjev, 
v katero uvrščamo adhezine, toksine in proteaze (Restieri in sod., 2007). Toksini bakterijam 
olajšajo kolonizacijo, tako da poškodujejo gostiteljske celice ali izvencelični matriks, ki te 
celice obdaja. S prodorom globje v tkivo ali v celice so posledično bolj zaščiteni pred 
dejavniki imunskega sistema. 
Tsh ali temperaturno občutljiv hemaglutinin se v nasprotju z mnogimi drugimi adhezini in 
hemaglutinini sintetizira pri temperaturi pod 37 °C (Provence in Curtiss, 1994). Produkt gena 
tsh je podoben produktu gena vat in ima pri sevih APEC višjo prevalenco kakor Vat. Protein 
Tsh je skoraj identičen proteinu Hbp saj se razlikujeta le v dveh aminokislinah (Dozois in 
sod., 2000). Oba sta bila prvotno identificirana v sevih APEC. Zapis za Tsh je najpogosteje 
na večjih konjugativnih plazmidih (Restieri in sod., 2007). 
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Toksin Vat je kromosomsko kodiran avtotransporterski protein, ki povzroči vakuolizacijo 
embrionalnih fibroblastov (Nichols in sod., 2016). Pogosto je značilno povezan s sevi iz 
filogenetskih skupin B2 in D (Rerstieri in sod., 2007). 
α-hemolizin je produkt gena hlyA, ki je poleg hlyB, hlyC, in hlyD na operonu Hly. Pri 
človeških izolatih je običajno na kromosomu, medtem ko je pri živalskih sevih bolj pogosto 
lociran na plazmidih. α-hemolizin lizira eritrocite vseh sesalcev in celo rib. Molekule 
hemolizina se vstavijo v lipidne membrane in tvorijo kationske kanale, ki povečajo 
permeabilnost membran eritrocitov za Ca2+, K+, manitol in saharozo. HlyA je edinstven, ker 
se izloči preko obeh membran, brez lize celice ter brez cepitve signalnega peptida (Johnson, 
1991). 
Enterohemolizin je fenotipsko, serološko in genetsko popolnoma drugačen od α-hemolizina. 
Liza krvnih celic se začne šele po 24-urni inkubaciji bakterij pri 37 °C (α-hemolizin celice 
lizira že po 3-urni inkubaciji). Cona lize je navadno manjša in bolj motna kot pri α-
hemolizinu (Beutin in sod., 1990). 
2.1.3.3 Dejavniki za izogibanje imunskemu sistemu 
E. coli se imunskemu sistemu izogiba s pomočjo izvenceličnih lipopolisaharidov, kapsul in 
posebnih proteinov. Bakterije lahko postanejo nedostopne za celice imunskega sistema ali 
pa se imunskemu sistemu izognejo tako, da preprečijo vezavo komponent komplementa, ki 
v membranah bakterij tvori pore in posledično celično smrt. 
Splošno velja, da so gladki sevi bolj odporni proti serumu kakor hrapavi sevi. Nekateri 
plazmidi lahko posredujejo rahlo povečano odpornost proti serumu. Gen iss je tesno povezan 
s kolicinom Ⅴ in plazmidom pColⅤ. Dokazano lahko tudi do 100-krat poveča odpornost 
proti serumu in virulenco, sicer avirulentnih in za serum občutljivih perutninskih sevov E. 
coli (Johnson, 1991). Poleg tega je gen iss gen značilno pogosteje prisoten pri sevih APEC 
(P < 0.0001), kot pri sevih izoliranih iz fecesa zdravih ptic (Johnson in sod., 2008a). 
Protein zunanje membrane OmpT (angl. outer membrane proteins) je endoproteaza. 
Biološka vloga proteina pa še ni natančno znana. Predvidevajo, da ima zaščitno vlogo pri 
patogenih sevih E. coli (Baaden in Sansom, 2004). 
E. coli ima več kot 80 različnih kapsularnih polisaharidov. Ti obdajajo celico in zato vplivajo 
na zaznavanje antigena O ter ščitijo celico pred obrambnim sistemom gostitelja. Genski 
zapisi za kapsularne polisaharide so na kromosomu in jih delimo v 4 skupine (Johnson, 
1999). Produkta genov kpsM in kpsT sta odgovorna za prenos polisaharidov skupine Ⅱ 
(kpsMTⅡ) preko plazmatske membrane (Whitfield in Roberts, 1991). 
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2.1.3.4 Privzem železa 
Železo je pomembno za številne biološke procese, kot so fotosinteza, dihanje, prenos kisika, 
uravnava izražanja genov, sinteza DNA ipd. Čeprav je v naravi železa veliko, običajno ni v 
biološko dostopni obliki. Pri po Gramu negativnih mikroorganizmih dodatno oviro pri 
privzemu železa predstavlja zunanja membrana. Mikroorganizmi so zato razvili različne 
mehanizme privzema železa. Nekateri železo privzemajo zunajcelično od gostiteljskih 
proteinov kot sta transferin in laktoferin, ali pa izločajo sideroforje. To so molekule, ki 
vežejo železo iz hemoglobina ali transferina gostitelja (Krewulak in Vogel, 2008). 
Pri enterobakterijah so geni za številne sisteme za privzem železa na specifičnih 
kromosomskih regijah, imenovanih otoki patogenosti (PI; angl. pathogenicity islands). Otok 
HPI (angl. high-pathogenicity island) so najprej opisali pri bakterijah iz rodu Yersinia. Gre 
za enega najbolje opisanih otokov patogenosti, ki je hkrati zelo razširjen tudi med drugimi 
enterobakterijami. Otok HPI pogosto zasledimo tudi pri številnih patotipih E. coli. FyuA je 
zunajmembranski receptor za jersiniabaktin ter bakteriocin, imenovan pesticin. Eden 
pomembnih peptidov za sintezo sideroforja jersiniabaktin je protein, imenovan HMWP2 ( 
angl. high molecular weight protein 2), ki ga kodira gen irp2. Nukleotidno zaporedje genov 
fyuA in irp2 je izjemno ohranjeno (>98 % podobnost), tako pri rodu Yersinia kot pri rodu 
Escherichia. V E. coli sta se najverjetneje prenesla s HGT (Carniel 2001). 
Genski zapis sitA je pogosto del otoka patogenosti SPI1 (angl. Salmonella pathogenicity 
island 1), ki je bil prvotno opisan pri S. enterica serovar Typhimurium. SitA je periplazemski 
vezavni del sistema za privzem železa iz družine ABC-transporterjev. Zapisan je v operonu 
sitABCD (Carniel, 2001). 
Siderofor aerobaktin je eden najučinkovitejših kelatorjev železa, ki jih uporabljajo 
enterobakterije. Pri aerobaktinskem sistemu je zapisan v operonu s petimi geni. Štirje imajo 
zapis za encime potrebne za sintezo aerobaktina (iuc; angl. iron uptake chelate), peti gen pa 
zapis za receptor v zunanji membrani (iut; angl. iron uptaketransport). Aerobaktinske 
determinante so na plazmidih ali kromosomu. Zanimivo je, da kromosomska lokacija 
prevladuje pri humanih kliničnih izolatih. Izražanje teh genov je odvisno od koncentracije 
železa v bakterijski celici (Johnson, 1991). 
Protein IroN je sideroforni receptor, kar pomeni, da omogoča prehod sideroforja skozi 
zunanjo membrano. Genski zapis je na kromosomu ali na plazmidih. Tudi v tem primeru je 
izražanje uravnavano v odvisnosti od koncentracije železa v celici. Alel, ki je prisoten v E. 
coli, je v 91 % podoben proteinu, ki je prisoten v nekaterih bakterijah rodu Salmonella 
(Russo in sod., 2002). 
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2.1.3.5 Mikrocin V 
Zapis za sintezo in odpornost proti mikrocinu/kolicinuV je na plazmidih ColⅤ. Opisano je, 
da so sevi s plazmidi ColⅤ tudi nekoliko bolj odporni proti serumu (Johnson, 1991). 
2.2 ODPORNOSTI PROTI PROTIMIKROBNIM UČINKOVINAM 
2.2.1 Protimikrobne učinkovine  
Antibiotiki so naravne spojine, ki jih izdelujejo bakterije ali glive, in že zelo razredčene 
zaustavijo rast drugih bakterij ali jih uničijo (Waksman in Tishler, 1942; Kresge in sod., 
2005). Danes v laični javnosti pogosto enačimo izraza antibiotik in protimikrobna 
učinkovina. Med slednje uvrščamo tudi antibiotike, ki so pridobljeni s kemijsko modifikacijo 
in spojine, ki so v celoti proizvod kemijske sinteze in imajo protimikrobno delovanje. Zaradi 
lažjega razumevanja bomo v nadaljevanju izraz antibiotiki uporabljali tako za naravne kot 
za sintetično pridobljene učinkovine. Antibiotike delimo v skupine glede na mehanizme 
delovanja in njihovo kemično zgradbo. Učinkujejo lahko baktericidno (bakterijo uničijo) ali 
bakteriostatično, kar pomeni da razmnoževanje samo zavrejo. Preglednica 1 prikazuje 
skupine antibiotikov glede na tarčo delovanja in pomembnejše predstavnike. 
Preglednica 1: Pregled skupin antibiotikov glede na njihovo tarčo delovanja in nekateri predstavniki (delno 
prirejeno po Kotnik, 2002). 
Tarča delovanja Skupina Nekateri predstavniki 
sinteza celične 
stene 
  betalaktami 
amoksicilin, ampicilin, cefotaksim, aztreonam, 
imipenem, klavulanska kislina 
 glikopeptidi vankomicin, avoparcin, teioplanin 
  fosfomicin fosfomicin 
sinteza 
nukleinskih kislin 
  kinoloni 
nalidiksična kislina, norfloksacin, 
ciprofloksacin, enrofloksacin 
  rifamicini rifampicin 
sinteza proteinov 
inhibitorji 
podenote 
30S 
aminoglikozidi streptomicin, kanamicin, gentamicin, amikacin 
tetraciklini   
inhibitorji 
podenote 
50S 
makrolidi eritromicin, azotromicin, telitromicin 
linkozamidi linkomicin, klindamicin 
streptogramini 
virginijamicin M1, virginijamicin S, 
pristinamicin IA 
amfenikoli kloramfenikol, tiamfenikol, florfenikol 
oksazolidinoni linezolid 
metabolizem 
  sulfonamidi sufametoksazol 
  trimetoprim trimetoprim 
celična membrana 
 lipopeptidi kolistin, daptomicin, 
  ostalo nitrofurantoin 
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2.2.1.1 Betalaktami 
Betalaktami imajo značilno osnovno zgradbo, ki jo predstavlja betalaktamski obroč. 
Delujejo baktericidno saj zavirajo sintezo peptidoglikana in tako onemogočijo sintezo 
bakterijske celične stene, kar v končni fazi vodi v lizo celice. Celično lizo povzročijo z 
vezavo na bakterijske proteine PBP (angl. penicillin-biniding proteins), ki so odgovorni za 
navzkrižno povezovanje peptidov pri sintezi peptidoglikana (Etebu in Arikekpar, 2016). 
Delujejo predvsem na po Gramu pozitivne bakterije, polsintetske in sintetske izpeljanke pa 
so primerne tudi za uporabo proti po Gramu negativnim bakterijam (Gubina in Ihan, 2002). 
Pregled pomembnejših skupin betalaktamskih antibiotikov ter nekaterih predstavnikov je 
prikazan v Preglednici 2. 
Preglednica 2: Glavne skupine betalaktamskih antibiotikov in nekateri predstavniki (povzeto in prirejeno po 
Kotnik, 2002). 
Betalaktamski antibiotiki Podskupina Nekateri predstavniki 
Penicilini 
ozkospektralni benzilpenicilin, oksacilin 
širokospektralni amoksicilin, ampicilin 
Cefalosporini 
1. generacija cefalotin, cefazolin, cefaleksin 
2. generacija cefaklor, cefotetain, cefuroksim 
3. generacija cefotaksim, ceftiofur, ceftriakson, ceftazidim 
4. generacija cefepim, cefpirom 
5. generacija ceftarolin 
Monobaktami   aztreonam 
Karbapenemi   imipenem, ertapenem 
Inhibitorji betalaktamaz   sulbaktam, klavulanska kislina, tazobaktam 
Penicilini so najbolj razširjena skupina antibiotikov, ki so jim s kemijsko modifikacijo 
razširili spekter delovanja. Cefalosporini, ki se uporabljajo v kliniki, so kemijsko 
modificirani antibiotiki, ki jih zaradi lažjega ločevanja glede na spekter delovanja, stabilnosti 
in odpornosti proti β-laktamazam delimo v različne generacije (1.-5.). Monobaktami so 
antibiotiki, ki jih sintetizirajo sevi bakterije Chromobacterium violaceum in dobro delujejo 
proti aerobnim po Gramu negativnim bakterijam. Karbapenemi so polsintetični antibiotiki z 
najširšim spektrom delovanja. Učinkoviti so proti po Gramu pozitivnim in proti po Gramu 
negativnim bakterijam, poleg tega pa so odporni tudi proti delovanju β-laktamaz. Zaviralci 
β-laktamaz pa so spojine, ki se povežejo z β-laktamazami in tako preprečijo njihovo 
hidrolitično aktivnost, vendar le v kombinaciji z aminopenicilini (Kotnik, 2002; Madigan in 
sod., 2015; Etebu in Arikekpar, 2016).  
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2.2.1.2 Kinoloni 
Nalidiksična kislina je prvi opisani kinolon. Odkrili so jo kot nečistočo med procesom 
sinteze kvinina (Lesher in sod., 1962) – takrat novega zdravila proti malariji. Nalidiksična 
kislina je osnovna spojina kinolonov, ki so popolnoma sintetično pridobljeni antibiotiki 
(Owens and Ambrose, 2000). 
Kinoloni delujejo baktericidno tako, da zavirajo delovanje bakterijskih topoizomeraz 
(topoizomeraza Ⅳ in giraza). Ker so ti encimi prisotni pri vseh bakterijah, delujejo tako na 
po Gramu pozitivne, kot na po Gramu negativne vrste (Madigan in sod., 2015). 
Topoizomerazi se vežeta na DNA in cepita dvoverižno verigo (dsDNA), omogočita prehod 
druge dsDNA in nato ligirata obe verigi DNA. Kinoloni s svojo vezavo na kompleks 
giraza(topoizomeraza Ⅳ)/DNA onemogočijo ponovno povezavo cepljene dsDNA (Kapoor 
in sod., 2017). Poleg tega še dodatno stabilizirajo kompleks giraza(topoizomeraza Ⅳ)/DNA, 
ki je zato ovira za replikacijske vilice (Hooper, 2000). Od odkritja prvega kinolona pa do 
danes so z raznimi modifikacijami spremenili njihovo zgradbo in tako izboljšali spekter 
delovanja in njihovo učinkovitost (Etebu in Arikekpar, 2016). V Preglednici 3 je prikazana 
delitev kinolonov v generacije, ter nekateri predstavniki in njihova uporaba. 
Preglednica 3: Skupine (razvrščene po generacijah) kinolonskih antibiotikov, nekateri predstavniki in primeri 
uporabe v humani medicini (povzeto in prirejeno po Owens in Ambrose, 2000). 
Generacija kinolonov Nekateri predstavniki Uporaba 
PRVA GENERACIJA nalidiksična kislina, cinoksacin, 
rosoksacin, oksolična kislina 
enterobakterije; preproste okužbe 
sečil 
DRUGA GENERACIJA 
razred Ⅰ 
lomefloksacin, norfloksacin, 
enoksacin 
enterobakterije; preproste okužbe 
sečil 
razred Ⅱ ofloksacin, ciprofloksacin 
enterobakterije in atipični patogeni 
(P. aeruginosa); zapletene okužbe 
sečil, bolnišnične okužbe, nekatere 
spolno prenosljive bolezni 
TRETJA GENERACIJA 
levofloksacin, sparfloksacin, 
grepafloksacin, moksifloksacin, 
gatifloksacin, ceftiofur 
enterobakterije, atipični patogeni, 
streptokoki; vse prej naštete 
okužbe in pljučnice 
ČETRTA 
GENERACIJA 
clinafloksacin, trovafloksacin, 
prulifloksacin 
enterobakteirje, atipični patogeni, 
streptokoki, anaerobi, S. aureus 
(MRSA); intraabdominalne 
okužbe 
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2.2.1.3 Tetraciklini 
Osnovni skelet tetraciklinov sestavljajo 4 šestčlenski obroči. Tetraciklini delujejo tako, da s 
svojo vezavo na 30S podenoto ribosoma preprečijo vezavo tRNA na aktivno mesto v mRNA 
ribosomalnem kompleksu (Smilack, 1999). Učinkoviti so proti večini po Gramu pozitivnih 
in po Gramu negativnih bakterij vključno s spirohetam, mikoplazmam, klamidijam, 
legionelam, rikecijam in celo nekaterim protozojem (Cunha in sod., 1982). Zaradi svojega 
širokega spektra delovanja so bili med prvimi antibiotiki, ki so dobili oznako 
širokospektralni. Tetraciklin je bil eden prvih komercialno uspešnih polsintetičnih 
antibiotikov, ki so bili uporabljeni v medicini. Sledile so nadaljnje modifikacije in z njimi 
druga generacija tetraciklinov, med katerimi je najbolj znan doksiciklin, ki se ga uporablja 
še danes (Nelson in Levy, 2011). Tetraciklini so za človeka potencialno toksični (pri ljudeh 
z renalnimi sindromi delujejo hepatotoksično) in se vgrajujejo v rastoče zobe ter kosti, s tem 
pa povzročajo rjavkasto obarvanje kostnega in zobnega tkiva (Kotnik, 2002). 
2.2.2 Odpornost proti protimikrobnim učinkovinam (antibiotikom) 
Odpornost proti protimikrobnim učinkovinam je pridobljena sposobnost mikroorganizma, 
da se upre učinku spojine, za katero je bil pred tem dovzeten (Madigan in sod., 2015). 
Odpornost proti antibiotikom je bila poznana že v času odkrivanja in začetka uporabe 
antibiotikov, a pospešeno širjenje genetskih determinant, ki omogočajo bakterijam 
odpornost, še zlasti v zadnjih treh desetletjih, je nedvomno povezano z nepravilno in 
prekomerno uporabo le-teh, tako v humani in veterinarski medicini, kakor tudi v kmetijstvu, 
predvsem vzreji živali in ribištvu (WHO, 2015). Posebej problematično je dejstvo, da lahko 
odpornost proti specifičnemu antibiotiku vodi v hkratno odpornost proti celemu razredu 
antibiotikov. Javnost je v zadnjih letih soočena s pojavom t.i. superbakterij, ki so večkratno 
odporne, med drugim tudi proti karbapenemom, ki jih uvrščamo v t.i. skupino antibiotikov 
zadnje izbire (angl. last resort antibiotics). WHO (2018) je izdal seznam patogenih 
mikroorganizmov, proti katerim nujno potrebujemo nove protimikrobne učinkovine za 
zdravljenje. Seznam vsebuje 3 skupine glede na nujnost (kritično, visoka, srednja). Znotraj 
kritične skupinev so v ospredje postavili ESBL-pozitivne in proti karbapenemu odporne 
bakterije iz družine Enterobacteriaceae, kamor uvrščamo tudi E. coli.  
Naravna (intrinzična) odpornost ali odpornost, pridobljena s pomočjo mutacij v genih za 
tarčne molekule, se širi vertikalno na potomce. Odpornost pa je lahko tudi posledica 
pridobitve novih genetskih informacij preko horizontalnega genskega transporta mobilnih 
elementov (npr. plazmidov). 
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2.2.2.1 Odpornost kot posledica mutacij 
V prisotnosti določene koncentracije antibiotika v populaciji občutljivih bakterijskih celic se 
zaradi mutacij sčasoma začnejo pojavljati bakterije, ki so postale odporne. Zavedati se je 
treba, da pri tem opažamo le fenotipe mutacij, ki ugodno vplivajo na bakterijo, saj ji 
omogočijo preživetje v okolju z antibiotikom (Martinez in Baquero, 2000). Tako pridobljena 
odpornost mnogokrat negativno vpliva na fitnes bakterij, kar pogosto privede do 
sekundarnih mutacij, ki omilijo ali celo izničijo negativni vpliv prvotnih mutacij. Posledično 
se odpornost, ki je posledica mutacij (tudi v gospodinjskih genih) v populacijah ohrani, tudi 
ko selekcijski pritisk (npr. antibiotik) ni več prisoten (Woodford in Ellington, 2007). 
2.2.2.2 Horizontalni prenos genov, povezanih z odpornostjo proti antibiotikom 
Iz vidika širjenja in povečanja števila odpornih bakterijskih vrst so bolj kot nastanek 
mutiranih alelov gospodinjskih genov problematični genski zapisi za encime, ki modificirajo 
ali razgradijo antibiotik. Geni z zapisi za tovrstne encime izvirajo iz številnih okoljskih 
bakterijskih vrst. Zaradi selekcijskega pritiska, ki je posledica proizvodnje in uporabe velikih 
količin antibiotikov, so se s horizontalnimi prenosi mobilnih genetskih elementov razširili v 
klinično pomembne bakterijske vrste. Pri bakterijah so dobro opisani trije mehanizmi 
horizontalnega prenosa genov, to so transformacija, transdukcija in konjugacija. 
Transformacija je prenos gole DNA iz ene bakterije v drugo v kolikor so izpolnjeni določeni 
pogoji. DNA mora biti prisotna v zunajceličnem okolju, recipientska bakterija mora biti v 
stanju kompetence in prenesena DNA se mora po prenosu stabilizirati (z integracijo v 
recipientski genom ali z recirkularizacijo v plazmid). Izpostavljenost antibiotikom lahko pri 
mnogih bakterijah inducira kompetenco in s tem omogoči ne samo selekcijo odpornih sevov, 
ampak tudi stimulacijo transformacije genov, ki posredujejo odpornost (Wintersdorff in 
sod., 2016). Širjenje determinat odpornosti s transformacijo je bolj raziskano pri po Gramu 
pozitivnih bakterijah. 
Transdukcija je prenos genov z bakteriofagi. S transdukcijo se lahko prenesejo deli 
kromosomske DNA ali pa mobilni genetski elementi npr. plazmidi, transpozoni, genomski 
otoki, insercijske sekvence in integroni (Wintersdorff in sod., 2016). Bakteriofagi so lahko 
rezervoarji za različne gene, ki jih transducirajo v različne bakterijske seve, včasih tudi vrste 
(Anand in sod., 2016). Metagenomska analiza viromov je dokazala prisotnost funkcionalnih 
bakterijskih genov vseh vrst v 50-60 % bakteriofagov. S splošno transdukcijo (pakiranje 
naključne bakterijske DNA v kapsido) se lahko prenašajo tudi ARG, a so do nedavnega 
objavljene raziskave pokazale, da je tak način prenosa 1000-krat manj pogost (4×10-4) kakor 
prenos s konjugativnimi elementi. Frekvenca prenosa ARG s specializirano transdukcijo pa 
je še nižja (10-9) (Torres-Barceló, 2018). V novejših raziskavah so potrdili prisotnost ARG 
v večjem številu fagnih genomov, a so Enault in sodelavci (2017) opozorili, da je to morda 
posledica bakterijske kontaminacije preiskovanih viromov. 
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Konjugacija je eden od treh temeljnih mehanizmov horizontalnega prenosa genov pri 
bakterijah in, v povezavi z odpornostjo proti antibiotikom, najpogosteje opisan mehanizem 
pri E. coli. Za konjugativen prenos je potreben neposreden stik konjugativnega pila 
(imenovan pil F) donorske celice (F+) z recipientsko celico, ki pila nima (F-). Neposredni 
stik med celicama se vzpostavi z depolimerizacijo pila, kar omogoči replikativni prenos 
konjugativnega plazmida. Konjugativni plazmidi imajo t.i. Tra-operon, kjer je zapisana 
večina proteinov, ki sodelujejo pri konjugaciji in mesto začetka prenosa, imenovano oriT. 
Tudi v primeru, da plazmid nima Tra-operona, se lahko prenese s konjugacijo, če ima vsaj 
mesto oriT, in je v bakterijski celici konjugativen plazmid s Tra-operonom (Sana in sod., 
2002). Geni za odpornost se običajno prenesejo (mobilizirajo) na plazmide iz kromosomov 
bolj ali manj sorodnih bakterijskih vrst. Ko so na plazmidih, ki se z visoko frekvenco 
prenašajo med bakterijami se odpornost zelo hitro razširi v bakterijski populaciji. Prenos 
konjugativnih plazmidov in konjugativnih transpozonov med relativno nesorodnimi 
bakterijami je bistveno pripomogel k razširjanju odpornosti proti betalaktamom, kinolonom, 
aminoglikozidom in tetraciklinom ter sulfonamidom. Problematično je dejstvo, da je lahko 
več različnih genov, ki posredujejo odpornost na istem plazmidu, kar omogoči širjenje 
večkratne odpornosti (Wintersdorff in sod., 2016). Med najbolj zaskrbljujočimi genetskimi 
determinantami, povezanimi z odpornostjo, so geni za β-laktamaze iz skupin ESBL, AmpC 
in karbapenemaze, ki se širijo s konjugativnimi plazmidi. 
2.2.3 β-laktamaze z razširjenim spektrom delovanja 
β-laktamaze razvrščamo na podlagi 2 klasifikacijskih shem. Prva klasifikacija po Amblerju 
deli β-laktamaze glede na njihovo amino-kislinsko zaporedje v 4 skupine (A, B, C in D). 
Ambler (1980) jih prvotno deli le v 2 razreda, razred A s serinskim aktivnim mestom ter 
razred B, ki za aktivnost potrebuje bivalentni kovinski ion (navadno Zn2+). Kasneje doda 
skupino C znano tudi kot β-laktamaze AmpC, ki imajo prav tako serinsko aktivno mesto. 
Skupino D sestavljajo t.i. β-laktamaze OXA. Kljub majhni podobnosti v zaporedju 
aminokislin so si encimi skupine A, C in D strukturno dovolj podobni, da lahko sklepamo 
na njihov skupni izvor. Metalo-β-laktamaze je Ambler uvrstil v skupino B. Pri tem velja 
opozoriti, da niso vse metalo-β-laktamaze sorodne, zato jih znotraj lahko delimo še v 3 
podskupine (B1-3) (Ambler, 1980; Hall in Barlow, 2005). 
Druga pogosto uporabljena klasifikacijska shema t.i. Bush-Jacoby-Medeiros temelji na 
funkcionalnih lastnosti β-laktamaz in prepoznava 3 skupine. V 1. skupino se uvrščajo 
cefalosporinaze, ki jih klavulanska kislina ne inhibira. V 2. skupino penicilinaze, 
cefalosporinaze in β-laktamaze z razširjenim spektrom delovanja, ki jih lahko inaktiviramo 
z inhibitorji β-laktamaz. V zadnjo, 3. skupino, pa metalo-β-laktamaze, ki hidrolizirajo 
peniciline, cefalosporine in karbapeneme. Zato, da bi klasifikacija odražala fenotipe 
kliničnih izolatov, sta Bush in Jacoby leta 2010 klasifikacijsko shemo še dopolnila (Bush in 
sod., 1995; Bush in Jacoby, 2010). 
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2.2.3.1 β-laktamaze skupine ESBL 
Pojav odpornosti proti β-laktamskim antibiotikom hitro sledi uporabi novejših β-laktamskih 
antibiotikov. Prva β-laktamaza, pri kateri so opazili razširjen spekter delovanja, je bila β-
laktamaza tipa TEM-3, opisana leta 1989. Prva β-laktamaza, ki je bila sposobna cepitve tudi 
novejših betalaktamskih antibiotikov, pa je β-laktamaza SHV-2. Klasifikacija po Bush-
Jacoby-Medeiros encime ESBL označuje kot zmožne hidrolize oksimino-cefalosporinov, ki 
jih inhibira klavulanska skupina in spadajo v skupino 2be. Encimi ESBL niso aktivni proti 
cefamicinom, večina pa jih je občutljivih za cefotaksim in cefotetan. Sevi ESBL lahko zaradi 
izgube porinskega proteina zunanje membrane postanejo odporni tudi proti cefamicinom. 
Najpogostejše β-laktamaze so iz družine TEM, ki je poimenovana po bolnici z imenom 
Temoneira, iz katere so jo prvič izolirali. Poleg encimov ESBL iz družine TEM so pogosti 
tudi encimi iz družin SHV in CTX-M. Slednji niso sorodni encimom iz družini TEM in SHV, 
a imajo visoko homologijo z encimi skupine cAmpC. Družina encimov OXA se od družin 
TEM in SHV razlikuje v tem, da jih uvrščamo v molekularno skupino D in funkcionalno 
skupino 2d. Poleg teh družin poznamo še številne druge encime ESBL kot so PER-1, PER-
2, CME-1 in TLA-1 (Bradford, 2001). 
2.2.3.2 β-laktamaze skupine AmpC 
Genski zapisi za β-laktamaze AmpC so lahko kromosomski ali pa plazmidni. Večina 
plazmidno-kodiranih encimov pAmpC izvira iz kromosomskih genov številnih 
predstavnikov družine Enterobacteriaceae (Aslantaş in Yilmaz, 2017). Kromosomske β-
laktamaze AmpC lahko induciramo z betalaktamskimi antibiotiki. Encim pAmpC so prvič 
opisali leta 1989. E. coli, z zapisom za ta encim je posledično odporna tudi proti 
cefalosporinom 2. in 3. generacije. Velik problem predstavlja identifikacija pAmpC 
pozitivnih sevov v rutinskih analizah. Ti so posledično velikokrat napačno opredeljeni kot 
sevi ESBL (in obratno). Najbolj prevalenten tip pAmpC β-laktamaz je tip CMY-2 (Conen 
in sod., 2015). 
2.2.4 Odpornost proti fluorokinolonom (PMQR) 
Odpornost proti fluorokinolonom je večinoma posledica mutacij v strukturnih genih, ki 
kodirajo DNA-giraze in topoizomeraze Ⅳ ter (prekomerno) izražanje izlivnih črpalk, ki 
lahko poleg fluorokinolonov črpajo tudi tetracikline, koramfenikol, betalaktame idr. (Acar 
in Goldstein, 1997; Hooper 2000). Sočasna modifikacija giraze in topoizomeraze Ⅳ lahko 
dodatno poveča odpornost. Novejši fluorokinoloni zato delujejo proti obema tarčama 
(Hooper, 2000). 
Proteini Qnr zaščitijo encime, ki so tarče za delovanje fluorokinolonov (DNA giraza, 
topoizomeraza Ⅳ). Gre za plazmidno kodirane determinante odpornosti proti kinolonom 
(angl. plasmid-mediated quinolone resistance), ki posredujejo sicer nižjo raven odpornosti 
proti fluorokinolonom, s tem pa posredno selekcijo dodatnih kromosomskih mutacij v regiji 
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QRDR (Kraychete in sod., 2016). Genski zapisi za ESBL, pAmpC in Qnr so lahko hkrati na 
istem plazmidu, kar pojasni višjo frekvenco odpornosti proti fluorokinolonih pri ESBL-
pozitivnih sevih (Wang in sod., 2008). Ločimo 6 družin genov qnr. Prva odkrita družina 
qnrA je bila opisana leta 1998. Sledili sta odkritji družine qnrB (2005) in qnrS (2006). Leta 
2009 so odkrili še gene qnrC in qnrD. Gen qnrVC so sicer opisali že leta 2008 a ga dolgo 
niso uvrščali med PMQR (Kraychete in sod, 2016). 
2.2.5 Odpornost proti antibiotikom v živinoreji 
Antibiotike se v humani medicini predpiše v približno 80 % primerov zdravljenja okužb 
čeprav je njihova uporaba upravičena v zgolj 20 %. Približno polovica pacientov, ki so jim 
antibiotiki predpisani, pa jih ne jemlje pravilno (nepravilna predpisana mera in/ali trajanje) 
(Madigan in sod., 2015). Poleg uporabe v humani in veterinarski medicini se v številnih 
državah izven EU antibiotike uporablja kot promotorje rasti (Madigan in sod., 2015). V svetu 
se približno polovica vseh antibiotikov uporabi v živinoreji, med fluorokinoloni npr. 
enrofloksacin, ki je derivat ciprofloksacina, pogosto predpisanega v humani medicini (Acar 
in Goldstein, 1997). Rastni promotorji, ki so podobni antibiotikom, ki se uporabljajo v 
kliniki, so problematični zaradi razvoja navzkrižne odpornosti. V skladu s priporočili za 
zajezitev pojavljanja in širjenja odpornih bakterij, sta perutninska in farmacevtska industrija 
že izdali napotke za zmanjševanje in nadzor uporabe fluorokinolonov (Madigan in sod., 
2015). Tudi tetraciklini se pogosto uporabljajo tako v veterini kot v humani medicini. V 
nekaterih državah jih uporabljajo celo kot prehranska dopolnila pri vzreji prašičev in 
perutnine. V okolje se izločajo z urinom in fecesom v aktivni obliki ter se ohranijo dlje časa 
v vodnem okolju zaradi visoke hidrofilnosti in nizke reaktivnosti (Anand in sod. 2016). Ker 
prekomerna ne-medicinska uporaba pomembnih antibiotikov prispeva k povečanju 
odpornosti patogenih bakterij proti antibiotikom, je njihova uporaba v te namene danes 
močno odsvetovana. 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Bakterijski izolati ESBL- in AmpC-pozitivnih E. coli 
V magistrskem delu smo analizirali zbirko izolatov ESBL- in AmpC-pozitivnih E. coli iz 
perutnine, ki so jih izolirali iz vzorcev zraka, fecesa in organov v izbranih slovenskih rejah 
(Priloga B). Identifikacija je potekala na Inštitutu za mikrobiologijo in parazitologijo 
Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani. V analizo smo vključili izolate, ki smo jih lahko 
časovno in lokacijsko opredelili v sedem rej in pri katerih smo izolirali transkonjugante. 
3.1.2 Gojišča 
3.1.2.1 Priprava trdnih gojišč LB (Luria-Bertani) 
Trdna gojišča LB smo pripravili tako, da smo v destilirani vodi raztopili 25 g/L gojišča LB 
in 15 g/L agarja. Mešanico smo avtoklavirali 15 min pri 121 °C. Gojišče smo nato v vodni 
kopeli ohladili na 55 °C in ga vlili v sterilne plastične Petrijeve plošče ter ga pustili, da se 
strdi. 
3.1.2.2 Priprava trdnih gojišč LB s protimikrobnimi učinkovinami (antibiotiki) 
Osnova za selektivna gojišča je bilo gojišče LB. Ko se je ohladilo na približno 55 °C smo 
mu dodali ustrezno količino antibiotika in ga vlili v sterilne Petrijeve plošče ter ga pustili, 
da se strdi.  
Preglednica 4: Pregled uporabljenih antibiotikov, njihova založna koncentracija in končna koncentracija v 
gojiščih. 
Antibiotik 
Založna koncentracija Končna koncentracija v gojišču 
(mg/mL) (µg/mL) 
Azid 160 160 
Ampicilin 100 100 
Ciprofloksacin 10 1 
Kloramfenikol 50 20 
Cefotaksim (1) 10 1 
Cefotaksim (2) 10 2 
Tetraciklin 12,5 10 
Trimetoprim 40 10 
Selektivna gojišča z dodanim cefotaksimom smo pripravili v dveh koncentracijah. Cefotaksim (1) je imel 
končno koncentracijo v gojišču 1 μL/mL, cefotaksim (2) pa 2 μL/mL. 
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3.1.2.3 Priprava trdnih gojišč HA (hranilni agar) 
Trdna gojišča HA smo pripravili tako, da smo v destilirani vodi raztopili 8 g/L gojišča HA, 
5 g/L NaCl in 15 g/L agarja. Gojišče smo avtoklavirali 15 min pri 121 °C, ga ohladili na 55 
°C in ga vlili v sterilne plastične Petrijeve plošče ter ga pustili, da se strdi. 
3.1.2.4 Priprava trdnih gojišč KA (krvni agar) 
Gojišče smo pripravili po enakem postopku kot trdno gojišče HA. Ko se je ohladilo na 55 
°C smo dodali 5 mL goveje krvi na 100 mL gojišča in ga razlili v sterilne plastične Petrijeve 
plošče ter ga pustili, da se strdi. 
3.1.2.5 Priprava tekočega gojišča BHI (brain-heart infusion) 
Tekoče gojišče BHI smo spripravili tako, da smo v destilirani vodi raztopili 37 g/L gojišča 
BHI. Po 30 mL gojišča smo nato razdelili v 150 mL-erlenmajerice, ki smo jih nato 
avtoklavirali 15 min pri 121 °C. 
3.1.2.6 Priprava trdnih gojišč BHI 
V destilirani vodi smo raztopili 37 g/L gojišča BHI in 15 g/L agarja ter ga avtoklavirali 15 
min pri 121 °C. Gojišče smo nato v vodni kopeli ohladili na 55 °C in ga vlili v sterilne 
plastične Petrijeve plošče ter ga pustili, da se strdi. 
3.1.2.7 Priprava trdnih gojišč Mueller Hinton (MH) 
Gojišče smo pripravili tako, da smo v destilirani vodi raztopili 22 g/L gojišča MH in 15 g/L 
agarja. Po avtoklaviranju (15 min, 121 °C) smo gojišče v vodni kopeli ohladili na 55 °C in 
ga vlili v sterilne plastične Petrijeve plošče ter ga pustili, da se strdi. 
3.1.3  Kemikalije 
Preglednica 5: Uporabljene kemikalije z navedenimi proizvajalci 
Kemikalija Proizvajalec Država 
E-test ciprofloksacin 0,002-32 μg/mL bioMériux Švedska 
Tris-Cl, SDS Carl Roth Nemčija 
borova kislina, EDTA, glicerol Carlo Erba Italija 
glukoza Fischer Chemical Velika Britanija 
kalijev acetat Kemika Hrvaška 
gojišče Luria Bertanijevo (LB) LLG Labware Nemčija 
MgSO₄, amonijev acetat Merck Nemčija 
agaroza, ampicilin, azid, cefotaksim, ciprofloksacin, 
kloramfenikol, tetraciklin, trimetoprim, Tris-baza, Tris-Cl 
Sigma ZDA 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 5: Uporabljene kemikalije z navedenimi proizvajalci. 
Kemikalija Proizvajalec Država 
destilirana voda brez nukleaz (#R0581), DreamTaq Green PCR 
Master Mix (#K1081), standardne DNA lestvice 1 kb Plus (DNA 
Ladder #SM1333), 1 kb (DNA Ladder #0311), 100 bp (DNA Ladder 
#SM0241), 50 bp (DNA Ladder #SM0371) 
Thermo Fischer 
Scientific 
ZDA 
agar VWR Belgija 
gojišče Mueller Hinton (MH) Biolife Italija 
NaOH Zorka Šabac Italija 
3.1.4 Encimi 
Preglednica 6: Uporabljeni encimi z navedenimi proizvajalci. 
Encimi Proizvajalec Država 
FastDigest (FD) PstⅠ 
Thermo Fisher Scientific ZDA 
FD BamHⅠ 
FD HindⅢ 
FD EcoRⅠ 
EcoRⅠ 
 
3.1.5 Pufri, raztopine in reagenti 
Pufre smo pripravili tako, da smo v ustreznem volumnu destilirane vode raztopili ustrezno 
količino suhe snovi oziroma med seboj zmešali ustrezne volumne pripravljenih raznih 
raztopin. Pufre smo po potrebi umerili na ustrezen pH in jih redčili z destilirano vodo. 
Preglednica 7: Sestava pufrov, raztopin in reagentov. 
Pufri, raztopine, reagenti Sestava 
amonijev acetat 2,81 % (m/V) amonijevega acetata 
0,5 M EDTA (pH 8,0) 9,8 % (m/V) EDTA, 2,1 % (m/V) NaOH 
glicerolna raztopina za shranjevanje sevov 65 % glicerol (V/V) 
mešanica FKI 25:24:1 (V:V:V) fenol-kloroform-izoamilalkohol 
mešanica KI 24:1 (V:V) kloroform-izoamilalkohol 
pufer GES 
5 M gvanidinijev izotiocianat, 100 mM EDTA (pH 8,0), 
0,5 % (N-lavril sarkozin (m/V) 
pufer TBE 
5,4 % (m/V) TRIS-Cl, 2,7 % (m/V) borova kislina, 2 % 
(V/V) 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
pufer TE 10 mM TRIS-Cl, 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
raztopina Ⅰ 
50 mM glukoza, 25 mM TRIS-Cl (pH 8,0), 10 mM EDTA 
(pH 8,0)  
raztopina Ⅱ 0,2 M NaOH, 1 % SDS (m/V) 
raztopina Ⅲ 5 M kalijev acetat, 11,5 % (V/V) ledocetne kisline 
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3.1.6 Uporabljeni komercialni kompleti 
Preglednica 8: Komercialni kompleti z navedenimi proizvajalci. 
Komplet Proizvajalec Država 
Plasmid Maxi Kit Qiagen Nizozemska 
 
3.1.7 Oprema in pribor 
Preglednica 9: Laboratorijska oprema in pribor z navedenimi proizvajalci. 
Laboratorijska oprema in pribor Proizvajalec Država 
komplet za agarozno elektroforezo Sigma Aldrich ZDA 
aparatura za slikanje gelov  Syngene Velika Britanija 
avtoklav Kambič Slovenija 
avtomatske pipete Eppendorf Nemčija 
centrifuga   
centrifuga Rotanta 460R Hettich Nemčija 
namizna centrifuga 5415R Eppendorf Nemčija 
namizna centrifuga 5417C Eppendorf Nemčija 
cepilne zanke za enkratno uporabo Golias Slovenija 
ciklični termostat BIO-RAD ZDA 
hladilniki   
hladilnik +4 °C Bosch Nemčija 
zamrzovalna skrinja -20 °C Liebherr Nemčija 
zamrzovalna skrinja -80 °C Sanyo Japonska 
indukcijska kuhalna plošča Ciatronic Nemčija 
laboratorijske rokavice za enkratno uporabo Halyard Health Inc. ZDA 
laboratorijske steklovina Duran Nemčija 
merilni valji, erlenmajerice, ... 
magnetno mešalo Ika Nemčija 
mikrocentrifugirke Golias Slovenija 
mikrocentrifugirke za PCR Golias Slovenija 
mikrovalovna pečica Gorenje Slovenija 
nastavki za avtomatske pipete z volumnom Sarstedt Nemčija 
10 μL, 200 μL, 1000 μL 
plastične Petrijeve posode Golias Slovenija 
plinski gorilnik Tlos Hrvaška 
spektrofotometer Shimadzu Japonska 
tehtnica Tehnica Slovenija 
transiluminator Biostep Nemčija 
vibracijsko mešalo Ika Nemčija 
vodna kopel Memmert Nemčija 
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3.2 METODE DELA 
3.2.1 Izolacija in identifikacija sevov 
Izolacija in identifikacija ESBL- in AmpC-pozitivnih E. coli je bila opravljena na Inštitutu 
za mikrobiologijo in parazitologijo Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani. 
3.2.2 Konjugacija 
3.2.2.1 Konjugacija na trdnem gojišču 
Posamezno konjugacijo smo pripravili tako, da smo na trdno gojišče BHI s sterilno cepilno 
zanko (1μL) za enkratno uporabo na gosto razmazali recipientski sev J53 Azr, ki je odporen 
proti natrijevem azidu. Nato smo preko tega, na enak način, razmazali še izbrani donorski 
sev. Plošče smo nato inkubirali preko noči pri 37 °C. Naslednji dan smo mešanico 
konfluentno zraslih bakterij, precepili na različna trdna selektivna gojišča. Vsaki vrsti 
selektivnega gojišča je bil dodan natrijev azid (za kontraselekcijo donorja) v kombinaciji z 
ampicilinom, kloramfenikolom, ciprofloksacinom, cefotaksimom, tetraciklinom ali 
trimetoprimom (za selekcijo transkonjugant). Plošče smo nato inkubirali 3 dni pri 37 °C. 
Posamezne kolonije, ki so v tem času zrasle, smo nato precepili na enaka gojišča in plošče 
ponovno inkubirali 2 dni pri 37 °C. Transkonjugante smo potrjevali genotipsko z določanjem 
filogenetske skupine po Clermontu (2000). Pri transkonjugantah kateri donorji so bili iz 
filogenetske skupine A1 smo potrditev, da gre za transkonjuganto dobili šele pri pripravi 
restrikcijskih profilov izolirane pDNA. 
3.2.2.2 Konjugacija v tekočem gojišču 
Konjugacije v tekočem gojišču BHI smo naredili tako, da smo na trdno gojišče BHI nacepili 
recipientski sev J53 Azr in ločeno posamezne donorske seve ter jih inkubirali preko noči pri 
37 °C. Naslednji dan smo prenesli pol zanke zraslih bakterij v 25 mL tekočega gojišča BHI 
in jih inkubirali s stresanjem pri 37 °C do primerne optične gostote (sprva OD590=0,375 po 
dodatni optimizaciji pa OD590=0,7). Za kontrolo rasti donorskih in recipientskega seva smo 
30 µL recipienta in vsakega donorja odpipetirali na vseh 6 selektivnih gojišč. Za ugotavljanje 
koncentracije recipienta smo sev J53 redčili do končnih redčitev 10−6 in 10−7 in po 100 µL 
vsake od redčitev razmazali na plošče z gojiščem HA. Po 24-urni inkubaciji smo prešteli 
kolonije in izračunali povprečno število kolonijskih enot (cfu/mL). Za posamezno 
konjugacijo smo v mikrocentrifugirke odpipetirali po 820 µL recipienta J53 Azr in 180 µL 
donorja. Konjugacijsko mešanico smo inkubirali 3 ure pri 37 °C. Po končani inkubaciji smo 
mešanice premešali in jih 10-krat redčili. Na vsako vrsto selektivnega gojišča smo 
odpipetirali po 100 µL neredčene in 10-krat redčene konjugacijske mešanice in jo razmazali 
s steklenimi kroglicami. Selektivne plošče smo 3 dni inkubirali pri 37 °C. Zrasle kolonije 
smo nato precepili na enaka selektivna gojišča. Transkonjugante smo potrjevali genotipsko 
z ugotavljanjem filogenetske skupine (Clermont in sod., 2000). 
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3.2.2.3 Ugotavljanje minimalne inhibitone koncetracije za ciprofloksacin z E-testi 
Kolonije izbranih transkonjugant in donorskega seva J53, ki so zrasle na selektivnih gojiščih 
LB z dodanim natrijevim azidom in cefotaksimom smo resuspendirali v 10 mL fiziološke 
raztopine, tako da je bila gostota bakterijske suspenzije enaka standardu 0,5 po MacFarlandu. 
Pripravljene bakterijske suspenzije transkonjugant in donorja J53 smo s sterilno vatirano 
palčko razmazali na plošče s trdnim gojiščem MH. Na sredino vsake plošče smo položili 
trak E-testa, ki je vseboval antibiotik ciprofloksacin v gradientu od 0,002-32 μg/mL. Po 24-
urni inkubaciji pri 37 °C smo odčitali minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK) in jo 
primerjali z MIK donorskega seva J53. 
3.2.3 Izolacija plazmidne DNA (pDNA) 
3.2.3.1 Izolacija plazmidne DNA z alkalno hidrolizo 
V 50 mL-centrifugirko smo odpipetirali 10 mL 24-urne kulture in jo centrifugirali 10 minut 
pri 6.000 vrt./min. Supernatant smo odpipetirali in zavrgli, usedlino pa resuspendirali v 200 
µL ledene raztopine Ⅰ in mešanico prenesli v novo sterilno mikrocentrifugirko. 
Mikrocentrifugirko smo nato inkubirali 5 min v ledeni kopeli, ji dodali 400 µL sveže 
raztopine Ⅱ, previdno premešali in ponovno inkubirali 5-10 min v ledeni kopeli. Po končani 
inkubaciji smo dodali še 300 µL ledene raztopine Ⅲ in nadaljevali z inkubiranjem v ledeni 
kopeli še vsaj 5 min. Sledilo je 6-minutno centrifugiranje pri 12.000 vrt./min, pri 4 °C. 
Šeststo µL čistega supernatanta (brez usedline) smo prenesli v sterilno mikrocentrifugirko. 
Supernatantu smo dodali enak volumen mešanice fenol-kloroform-izoamilalkohol (FKI), 
dobro premešali in nato centrifugirali 2-3 min pri 8.000 vrt./min. Zgornjo (vodno) fazo smo 
odpipetirali v sterilno mikrocentrifugirko in dodali enak volumen mešanice kloroform-
izoamilalkohola (KI) ter premešali. Nato smo ponovno centrifugirali 2-3 min pri 8.000 
vrt./min. Zgornjo (vodno fazo) smo prenesli v sterilno mikrocentrifugirko. Sledilo je 3-
minutno obarjanje pDNA s 600 µL izopropanola, pri sobni temperaturi. Ponovno smo 
centrifugirali 10 min pri 14.000 vrt./min in 4 °C. Supernatant smo odpipetirali in zavrgli, 
usedlino pa splaknili s 500 µL hladnega 80 % etanola. Sledilo je 3-minutno centrifugiranje 
pri 12.000 vrt./min. Supernatant smo odpipetirali in ga zavrgli, izolirano pDNA pa sušili 10 
min pri 37 °C, ter jo natoraztopili v 20 µL pufra TE z RNAzo. 
3.2.3.2 Izolacija pDNA z gvanidinijevim izotiocianatom 
V 1,5 mL-mikrocentrifugirke smo odpipetirali 1 mL 24-urne kulture in jo centrifugirali 2 
min pri 12.000 vrt./min. Supernatant smo odpipetirali in zavrgli ter še enkrat ponovili 
prejšnji korak. Usedlino smo resuspendirali v 100 µL pufra TE, ji dodali 500 µL raztopine 
GES, premešali ter inkubirali 10 min pri sobni temperaturi, nato še 10 min v ledeni vodni 
kopeli. Ohlajeni izolacijski mešanici smo dodali 250 µL amonijevega acetata, jo premešali 
in zopet inkubirali 10 min v ledeni kopeli. Po končani inkubaciji smo dodali 500 µL 
mešanice KI in vsebino premešali z obračanjem mikrocentrifugirke. Sledilo je 4-minutno 
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centrifugiranje pri 13.000 vrt./min in 4 °C. Zgornjo (vodno fazo) smo odpipetirali v sterilno 
mikrocentrifugirko in ji dodali enak volumen mešanice FKI. Vsebino mikrocentrifugirke 
smo premešali z obračanjem in jo zopet centrifugirali 4 min pri 13.000 vrt./min in 4 °C. 
Zgornjo (vodno) fazo smo odpipetirali v sterilno mikrocentrifugirko in ponovili korak s FKI. 
Zatem smo zgornjo fazo odpipetirali v sterilno mikrocentrifugirko in ponovno dodali 500 
µL mešanice KI, premešali in centrifugirali 4 min pri 13.000 vrt./min in 4 °C. Zgornjo fazo 
smo odpipetirali v sterilno mikrocentrifugirko in ji dodali 0,54 volumna hladnega 
izopropanola. Po 10-minutnem centrifugiranju pri 13.000 vrt./min in 4 °C smo izopropanol 
odstranili in usedlini dodali 500 µL hladnega 80 % etanola. Mikrocentrifugirko smo 
centrifugirali (10 min, 13.000 vrt./min, 4 °C), odlili etanol, vsebino posušili in nato raztopili 
v 20 µL pufra TE z RNAzo. 
3.2.3.3 Izolacija pDNA s kompletom Plasmid Midi (Qiagen) 
Izolacijo pDNA s kompletom Plasmid Midi smo delali po navodilih proizvajalca. Sto mL 
24-urne kulture smo centrifugirali 15 min pri 4 °C in 6.000 rpm. Supernatant smo zavrgli, 
usedlino pa raztopili v 4 mL pufra P1, dodali še 4 mL pufra P2, centrifugirko nežno obrnili 
4-6-krat ter jo inkubirali pri sobni temperaturi do 5 min. Po inkubaciji smo dodali 4 mL 
ohlajenega pufra P3, centrifugirko previdno obrnili 4-6-krat in jo inkubirali 15 min v ledeni 
kopeli. Po končani inkubaciji smo centrifugirko 30 min centrifugirali pri 4 °C in 6.000 rpm. 
Supernatant smo nato odpipetirali v novo centrifugirko in izolacijsko mešanico centrifugirali 
15 min pri 4 °C in 6.000 rpm. Supernatant smo nato takoj prenesli v novo centrifugirko. V 
kolono Qiagen-tip 100 smo odpipetirali 4 mL pufra QBT in pustili, da steče skozi kolono z 
gravitacijo. V tako pripravljeno kolono smo odpipetirali supernatant ter pustili, da steče 
skozi membrano. DNA iz supernatanta, ki se je povezala z membrano v koloni, smo sprali 
2-krat z 10 mL pufra QC. pDNA smo iz membrane v koloni izprali s 5 mL pufra QF, ki smo 
ga predhodno segreli na 65 °C. Izpirek smo ulovili v 15 mL-centrifugirko in ga oborili s 3,5 
mL (0,7 V) izopropanola. Centrifugirko smo občasno previdno nekajkrat obrnili in jo nato 
centrifugirali 30 min pri 13.000 rpm in 4 °C. Supernatant smo zavrgli, usedlino pa sprali z 2 
mL 70 % etanola (sobna temperatura). Ponovno smo centrifugirali 10 min pri 13.000 rpm. 
Supernatant smo previdno odpipetirali, usedlino posušili na zraku ter jo nato raztopili v 30 
µL pufra TE.  
3.2.4 Verižna reakcija s polimerazo 
Z uporabo verižne reakcije s polimerazo smo izolate genotipsko opredelili. Z ERIC-PCR 
smo preverili klonalnost izolatov. Z uporabo specifičnih začetnih olgionukleotidov smo 
izolate uvrstili v filogenetske skupine in preverili prisotnost genskih zapisov 20 dejavnikov 
virulence ter določali tipe β-laktamaz in genov qnr. 
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3.2.4.1 Priprava bakterijskega lizata (vzorčne DNA) 
V 1,5 mL-mikrocentrifugirko smo odpipetirali 400 µL sterilne destilirane vode in v njej z 
mešanjem na vibracijskem mešalu resuspendirali dve polni cepilni zanki (1μL) bakterijskih 
kolonij, ki so zrasle na ploščah gojišča LB. Mikrocentrifugirke smo inkubirali 10 min v vreli 
vodi (100 °C) in jih nato centrifugirali 10 min v namizni centrifugi pri sobni temperaturi in 
14.000 vrt./min. V supernatantu (bakterijskem lizatu) je celokupna genomska DNA, ki smo 
jo uporabili kot vzorec za verižno reakcijo s polimerazo (DNA). Dobljeni bakterijski lizat 
smo razdelili v dve novi sterilni mikrocentrifugirki in do uporabe shranili pri -20 °C. 
3.2.4.2 Začetni oligonukleotidi in razmere za pomnoževanje z reakcijo PCR 
V Preglednici 10 so navedeni začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za pomnoževanje 
genskih zapisov z reakcijo PCR. V preglednici so navedene še razmere za pomnoževanje, 
velikost pričakovanega PCR-pomnožka in referenca za posamezno reakcijo. 
Preglednica 10: Začetni oligonukleotidi uporabljeni v reakcijah PCR, razmere pomnoževanja in pričakovana 
velikost pomnožka reakcije PCR ter referenca. 
Gen/fragment 
DNA 
Začetni oligonukleotid (nukleotidno 
zaporedje 5'→3') 
Razmere 
pomnoževanja 
Velikost 
pomnožka 
PCR 
Referenca 
Filogenetske skupine       
chuA 
ChuA-1  
279 
Prirejeno po 
Clermont in 
sod., 2000 
(GACGAACCAACGGTCAGGAT)  
ChuA-2  
(TGCCGCCAGTACCAAAGACA) 94 °C - 5 min 
yjaA 
YjaA-1 94 °C - 30 s 
211 
(TGAAGTGTCAGGAGACGCTG) 55 °C - 30 s   30× 
YjaA-2 72 °C - 45 s 
(ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC) 72 °C - 7 min 
TspE4.C2 
TspE4.C2 -1  
152 
(GAGTAATGTCGGGGCATTCA)  
TspE4.C2-2  
(CGCGCCAACAAAGTATTACG)   
se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 10: Začetni oligonukleotidi uporabljeni v reakcijah PCR, razmere pomnoževanja in 
pričakovana velikost pomnožka reakcije PCR ter referenca. 
Gen/fragment 
DNA 
Začetni oligonukleotid (nukleotidno 
zaporedje 5'→3') 
Razmere 
pomnoževanja 
Velikost 
pomnožka 
PCR 
Referenca 
chuA 
chuA.1b  
288 
Prirejeno po 
Clermont in 
sod., 2013 
(ATGGTACCGGACGAACCAAC)  
chuA.2  
(TGCCGCCAGTACCAAAGACA)  
yjaA 
YjaA.1b  
211 
(CAAACGTGAAGTGTCAGGAG)  94 °C - 4,5 min 
YjaA.2b 94 °C - 30 s 
(AATGCGTCCCTCAACCTGTG) 59 °C - 30 s   30× 
TspE4.C2 
TspE4C2.1b 72 °C - 30 s 
152 
(CACTATTCGTAAGGTCATCC) 72 °C - 5 min 
TspE4C2.2b  
(AGTTTATCGCTGCGGGTCGC)  
arpA 
AceK.f  
400 
(AACGCTATTCGCCAGCTTGC)  
ArpA1.r  
(TCTCCCCATACCGTACGCTA)   
trpA 
trpAgpC.1 94 °C - 4,5 min 
219 
(AGTTTTATGCCCAGTGCGAG) 94 °C - 30 s 
trpAgpC.2 59 °C - 30 s   30× 
(TCTGCGCCGGTCACGCCC) 72 °C - 30 s 
trpA 
trpBA.f 72 °C - 5 min 
489  
(CGGCGATAAAGACATCTTCAC)  
trpBA.r 94 °C - 4,5 min 
(GCAACGCGGCCTGGCGGAAG) 94 °C - 30 s 
arpA 
ArpAgpE.f 57 °C - 30 s   30× 
301 
(GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC) 72 °C - 30 s 
ArpAgpE.r 72 °C - 5 min 
(GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG) 
AmpC         
cit 
CITMF 94 °C - 5 min 
462 
Pérez-Pérez 
in Hanson, 
2002 
(TGGCCAGAACTGACAGGCAAA) 94 °C - 30 s 
 64 °C - 30 s   30× 
CITMR 72 °C - 1 min 
(TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC) 72 °C - 7 min 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 10: Začetni oligonukleotidi uporabljeni v reakcijah PCR, razmere pomnoževanja in 
pričakovana velikost pomnožka reakcije PCR ter referenca. 
Gen/fragment 
DNA 
Začetni oligonukleotid (nukleotidno 
zaporedje 5'→3') 
Razmere 
pomnoževanja 
Velikost 
pomnožka 
PCR 
Referenca 
β-laktamaze         
blaCTX-M-1 
Wgroup1-F  
415 
Woodford in 
sod., 2005 
(AAAAATCACTGCGCCAGTTC)  
Wgroup1-R  
(AGCTTATTCATCGCCACGTT)  
blaCTX-M-2 
Wgroup2-F  
552 
(CGACGCTACCCCTGCTATT)  
Wgroup2-R 94 °C - 5 min 
(CCAGCGTCAGATTTTTCAGG) 94 °C - 25 s 
blaCTX-M-8 
Wgroup8-F 52 °C - 40 s   30× 
688 
(TCGCGTTAAGCGGATGATGC) 72 °C - 50 s 
Wgroup8-R 72 °C - 6 min 
(AACCCACGATGTGGGTAGC)  
blaCTX-M-9 
Wgroup9-F  
205 
(CAAAGAGAGTGCAACGGATG)  
Wgroup9-R  
(ATTGGAAAGCGTTCATCACC)  
blaCTX-M-25 
Wgroup25-F  
347 
(GCACGATGACATTCGGG)  
Wgroup25-R  
(AACCCACGATGTGGGTAGC)  
blaTEM 
multiTSO-T.f   
800 
  
(CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC)  
 
multiTSO-T.r 94 °C - 10 min 
 
(CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC) 94 °C - 40 s 
 
blaSHV 
multiTSO-S.f 60 °C - 40 s   30× 
713 
Dallenne in 
sod., 2010 
(AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC) 72 °C - 1 min 
multiTSO-S.r 72 °C - 7 min 
(ATCCCGCAGATAAATCACCAC)  
blaOXA 
multiTSO-O.f  
564 
 
(GGCACCAGATTCAACTTTCAAG)  
 
multiTSO-O.r  
 
(GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG)     
se nadaljuje 
  
Šabić E. Genotipska opredelitev ESBL in AmpC … Escherichia coli … iz perutnine v izbranih rejah. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulte, Študij mikrobiologije, 2019 
28 
Nadaljevanje Preglednice 10: Začetni oligonukleotidi uporabljeni v reakcijah PCR, razmere pomnoževanja in 
pričakovana velikost pomnožka reakcije PCR ter referenca. 
Gen/fragment 
DNA 
Začetni oligonukleotid (nukleotidno 
zaporedje 5'→3') 
Razmere 
pomnoževanja 
Velikost 
pomnožka 
PCR 
Referenca 
PMQR         
qnrD 
QnrDm-F  
691 
Prirejeno po 
Kraychete 
in sod., 
2016 
(AGGTGTAGCATGTATGGAAAAGC) 
QnrDm-R  
(ACATTGGGGCATTAGGCGTT)  
qnrA 
QnrAm-F  
580 
Prirejeno po 
Cattoir in 
sod., 2007b 
(AGAGGATTTCTCACGCCAGG)  
QnrAm-R  
(TGCCAGGCACAGATCTTGAC)  
qnrS 
QnrSm-F  
427 
(GCAAGTTCATTGAACAGGGT) 95 °C - 10 min 
QnrSm-R 95 °C - 30 s 
(TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG) 58 °C - 30 s   30× 
qnrB 
QnrBm-F 72 °C - 45 s 
263 
(GGMATHGAAATTCGCCACTG) 72 °C - 10 min 
QnrBm-R  
(TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA)  
qnrC 
QnrCm-F  
135 
Prirejeno po 
Kraychete 
in sod., 
2016 
(GCGAATTTCCAAGGGGCAAA)  
QnrCm-R  
(ACCCGTAATGTAAGCAGAGCAA)  
qnrVC 
QnrVCm-F  
71 
(GAGYTKTATGGTTTAGAYCCTCG) 
QnrVCm-R  
(TGTTCYTGYTGCCACGARCA)  
Adhezini         
fimH 
fimH1 95 °C - 5 min 
465 
Starčič 
Erjavec in 
sod., 2011 
(CAGCGATGATTTCCAGTTTGTGTG) 94 °C - 30 s 
 57 °C - 30 s   30× 
fimH2 72 °C - 1 min 
(TGCGTACCAGCATTAGCAATGTCC) 72 °C - 10 min 
hra 
Hra-F 95 °C - 5 min 
471 
Starčič 
Erjavec in 
sod., 2011 
(TACGGTATTCAGTGGCGGTATC) 94 °C - 30 s 
 57 °C - 30 s   30× 
Hra-R 72 °C - 1 min 
(TCGTCCTTGTAACTCACACTGC) 72 °C - 10 min 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 10: Začetni oligonukleotidi uporabljeni v reakcijah PCR, razmere pomnoževanja in 
pričakovana velikost pomnožka reakcije PCR ter referenca. 
Gen/fragment 
DNA 
Začetni oligonukleotid (nukleotidno 
zaporedje 5'→3') 
Razmere 
pomnoževanja 
Velikost 
pomnožka 
PCR 
Referenca 
papGⅡ 
papG_II f 95 °C - 5 min 
190 
Prirejeno po 
Johnson in 
Brown, 
1996 
(GGGATGAGCGGGCCTTTGAT) 94 °C - 30 s 
 57 °C - 30 s    30× 
papG_II r 72 °C - 1 min 
(CGGGCCCCCAAGTAACTCG) 72 °C - 10 min 
bamE 
bmaE f 95 °C - 5 min 
505 
Prirejeno po 
Johnson in 
Stell, 2000 
(ATGGCGCTAACTTGCCATGCTG) 94 °C - 30 s 
 50 °C - 30 s    30× 
bmaE r 72 °C - 1 min 
(AGGGGGACATATAGCCCCCTTC) 72 °C - 15 min 
aaf 
aafII f 95 °C - 5 min 
242 
Prirejeno po 
Aslani in 
sod., 2011 
(TGCGATTGCTACTTTATTAT) 94 °C - 30 s 
 50 °C - 30 s   30× 
aafII r 72 °C - 1 min 
(ATTGACCGTGATTGGCTTCC) 72 °C - 15 min 
Avtotransporterji in toksini       
hlyEN 
hlyen1  
1551 
Trkov in 
sod., 2008 
(GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG) 95 °C - 5 min 
hlyen2 94 °C - 30 s 
(TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA) 58 °C - 30 s   30× 
hlyA 
hlyAf 72 °C - 1 min 
1177 
Yamamoto 
in sod., 
1995 
(AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT) 72 °C - 10 min 
hlyAr  
(ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA) 
hlyF 
hlyF.f 95 °C - 5 min 
450 
Mbanga in 
Nyararai, 
2015 
(GGCCACAGTCGTTTAGGGTGCTTACC) 94 °C - 30 s 
 63 °C - 45 s   30× 
hlyF.r 72 °C - 1 min 
(GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG) 72 °C - 10 min 
vat 
Vat-F 95 °C - 5 min 
419 
Parham in 
sod., 2005 
(GAACACAGTTCATCTGATCTCC) 94 °C - 30 s 
 55 °C - 30 s   30× 
Vat-R 72 °C - 1 min 
(GAATATATCAAATTGGTCCCCC) 72 °C - 15 min 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 10: Začetni oligonukleotidi uporabljeni v reakcijah PCR, razmere pomnoževanja in 
pričakovana velikost pomnožka reakcije PCR ter referenca. 
Gen/fragment 
DNA 
Začetni oligonukleotid (nukleotidno 
zaporedje 5'→3') 
Razmere 
pomnoževanja 
Velikost 
pomnožka 
PCR 
Referenca 
tsh 
tsh-F  95°C - 5 min 
829 
Prirejeno po 
Starčič 
Erjavec in 
sod., 2011 
(GGCGGACAATAAAGGACAGG)  94°C - 30 s 
  53°C - 30 s   30× 
tsh-R  74°C - 1,5 min 
(GGAGTTATCTGCCTGGATGG)  74°C - 10 min 
Dejavniki povezani z imunskim sistemom       
ompT 
ompTAf 95 °C - 5 min 
581 
Trkov in 
sod., 2014 
(CAGAGTATCTGTCGGTGCCTCA) 94 °C - 30 s 
 57 °C - 30 s   30× 
ompTAr 72 °C - 1 min 
(TACGGTTCCATGTTCCTTCGAC) 72 °C - 10 min 
kpsMTⅡ 
kpsMT_II f 95 °C - 5 min 
270 
Prirejeno po 
Johnson in 
Stell, 2000 
(GCGCATTTGCTGATACTGTTG) 94 °C - 30 s 
 57 °C - 30 s   30× 
kpsMT_II r 72 °C - 1 min 
(CATCCAGACGATAAGCATGAGCA) 72 °C - 10 min 
iss 
iss-F 95 °C - 5 min 
793 
Prirejeno po 
Starčič 
Erjavec in 
sod., 2011 
(ACGATACTCCGTAGCCAGAGAT) 94 °C - 30 s 
 55 °C - 30 s   30× 
iss-R 72 °C - 1 min 
(ATGAACAGTGCAGATGAGCTCC) 72 °C - 15 min 
Privzem železa       
iroN 
iroN.1 95 °C - 5 min 
668 
Johnson in 
sod., 2000 
(AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG)  94 °C - 30 s 
 54 °C - 30 s   30× 
iroN.2 72 °C - 1 min 
(GACGCCGACATTAAGACGCAG) 72 °C - 10 min 
fyuA 
fyuAF 95 °C - 5 min 
785 
Prirejeno po 
Johnson in 
Stell, 2000 
(TGATTAACCCCGCGACGGGAA) 94 °C - 30 s 
 57 °C - 30 s   30× 
fyuAR 72 °C - 1 min 
(CGCAGTAGGCACGATGTTGTA) 72 °C - 10 min 
iucD 
iucDF 95 °C - 5 min 
711 
Prirejeno po 
Janβen in 
sod., 2001 
(ACAAAAAGTTCTATCGCTTCC) 94 °C - 30 s 
 50 °C - 30 s   30× 
iucDR 72 °C - 1 min 
(CCTGATCCAGATGATGCTC) 72 °C - 15 min 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 10: Začetni oligonukleotidi uporabljeni v reakcijah PCR, razmere pomnoževanja in 
pričakovana velikost pomnožka reakcije PCR ter referenca. 
Gen/fragment 
DNA 
Začetni oligonukleotid (nukleotidno 
zaporedje 5'→3') 
Razmere 
pomnoževanja 
Velikost 
pomnožka 
PCR 
Referenca 
sitA 
sitAF1 95 °C - 5 min 
608 
Prirejeno po 
Rodriguez-
Siek in sod., 
2005 
(AGGGGGCACAACTGATTCTCG) 94 °C - 30 s 
 57 °C - 30 s   30× 
sitAR2 72 °C - 1 min 
(TACCGGGCCGTTTTCTGTGC) 72 °C - 10 min 
irp2 
irp2F 95 °C - 5 min 
287 
Prirejeno po 
Schubert in 
sod., 1998 
(AAGGATTCGCTGTTACCGGAC) 94 °C - 30 s 
 54 °C - 30 s   30× 
irp2R 72 °C - 1 min 
(TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT) 72 °C - 10 min 
iutA 
iutA-F 95 °C - 5 min 
302 
Prirejeno po 
Johnson in 
sod., 1997 
(GGCTGGACATCATGGGAACTGG) 94 °C - 30 s 
 55 °C - 30 s   30× 
iutA-R 72 °C - 1 min 
(CGTCGGGAACGGGTAGAATCG) 72 °C - 15 min 
Microcin Ⅴ         
cvi 
cvi_cvaF 95 °C - 5 min 
1181 
Kemmet in 
sod., 2014 
(TGGTAGAATGTGCCAGAGCAAG) 94 °C - 30 s 
 53 °C - 30 s   30× 
cvi_cvaR 74 °C - 1,5 min 
(GAGCTGTTTGTAGCGAAGCC) 74 °C - 10 min 
 
3.2.4.3 Sestava reakcijskih mešanic za PCR 
Za vsako PCR-reakcijo smo v 200 µL-centrifugirko odpipetirali 12,5 µL mešanice 
»DreamTaq Green PCR Master Mix«, ki že vsebuje dodana utežna barvila za agarozno 
elektroforezo. Za PCR-reakcijo smo dodali še po 1-2 µL vsakega od začetnih 
oligonukleotidov, 2-2,5 µL bakterijskega lizata ter dopolnili s sterilno destilirano vodo do 
skupnega volumna 25 µL. Koncentracija dodanih začetnih nukleotidov je bila 10 pm/µL. 
Izjema so bili začetni oligonukleotidi za določanje filogenetske skupine po prenovljeni 
metodi, ki jo je objavil Clermont s sodelavci (2013). V tem primeru sta imela začetna 
oligonukleotida AceK.f in ArpA1 koncentracijo 40 pm/µL, koncentracija ostalih pa je bila 
20 pm/µL. 
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3.2.4.4 Agarozna gelska elektroforeza 
Ločevanje fragmentov DNA z agarozno gelsko elektroforezo smo uporabili za ugotavljanje 
prisotnosti in velikosti pomnožkov reakcij PCR, ter izdelavo restrikcijskega profila 
analiziranih plazmidov. Glede na dolžino pričakovanih fragmentov smo pripravili gele z 
različnim odstotkom agaroze (1–2 %). Ustrezno količino agaroze smo zatehtali v steklenih 
erlenmajericah in dolili 30 oz. 120 mL pufra TBE, odvisno od velikosti nosilca za razlivanje 
gelov. Agarozo smo raztopili s segrevanjem v mikrovalovni pečici. Gel smo nato ohladili na 
približno 55 °C, mu dodali etidijev bromid do končne koncentracije 0.5 µg/mL in ga vlili v 
pripravljen nosilec z glavničkom za jamice. Ko se je gel strdil smo glavniček odstranili in 
nosilec z gelom prestavili v elektroforezno kadičko ter ga prelili s pufrom TBE. 
V vsak pripravljen gel smo v prvo in zadnjo jamico vnesli 5 µL standardne lestvice linearnih 
fragmentov (Thermo Fischer Scientific), v preostale pa po 5 µL PCR pomnožka oziroma 
razrezane plazmidne DNA. Ker je mešanici »DreamTaq Green PCR Master Mix« že dodan 
pufer za vnos vzorcev v jamico (nanašalni pufer), ga ni bilo potrebno dodati pred vnosom 
PCR-pomnožkov v jamice. Elektroforezno kadičko smo po končanem nanosu priključili na 
vir napetosti. 
Po končani elektroforezi smo gel prenesli v transiluminator (Syngene), ga presvetlili z UV 
svetlobo (302 nm) in slikali. Glede na prepotovano dolžino linearnih fragmentov standardne 
lestvice in PCR-pomnožka smo nato ugotavljali približno velikost DNA fragmentov. 
Pri delu smo uporabljali naslednje standardne DNA lestvice: 
▪ Standardna DNA lestvica »50 bp DNA Ladder« (#SM0371), ki vsebuje fragmente 
naslednjih velikosti: 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 900,1000; 
▪ Standardna DNA lestvica »100 bp DNA Ladder« (#SM0241), ki vsebuje fragmente 
naslednjih velikosti: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000; 
▪ Standardna DNA lestvica »1 kb DNA Ladder« (#SM0311), ki vsebuje fragmente 
naslednjih velikosti: 250, 500, 700, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 5000, 
6000, 8000, 10000; 
▪ Standardna DNA lestvica »1 kb Plus DNA Ladder« (#SM1333), ki vsebuje 
fragmente naslednjih velikosti: 75, 200, 300, 400, 500, 700, 1000, 1500, 2000, 3000, 
4000, 5000, 7000, 10000, 20000. 
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3.2.4.5 Restrikcijska analiza izolirane pDNA 
V 1,5 mL-mikrocentrifugirki smo pripravili 20 µL-restrikcijske mešanice tako, da smo 
dodali 10 µL pDNA, 5 µL dH2O, 3 µL encima HindⅢ ali EcoRⅠ in 2 µL ustreznega pufra 
za restrikcijo. Restrikcijske mešanice smo nato inkubirali 1,5 h v vodni kopeli segreti na 37 
°C. Po inkubaciji smo fragmente DNA analizirali z agarozno gelsko elektroforezo na 1 % 
agaroznih gelih pri napetosti 3,5 V/cm gela . Pred nanosom smo v restrikcijske mešanice 
rezane z encimom EcoRⅠ dodali še 4 μL nanašalnega pufra. Restrikcijske mešanice z encimi 
FD imajo pufer za vnos vzorcev v jamico vključen že v restrikcijski pufer FD. Kot merilo 
za primerjavo velikosti fragmentov smo uporabili standardno DNA lestvico »1 kb DNA 
Ladder«. Slike gelov smo na koncu razrezali, primerjali med seboj in skupaj sestavili vse, ki 
so bili med seboj enaki oziroma zelo podobni. 
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4 REZULTATI 
4.1 UGOTAVLJANJE KLONALNOSTI IZOLATOV E. coli Z METODO ERIC-PCR 
Za vse izolate smo izdelali profile ERIC-PCR (Versalovic in sod., 1991). Izolate z enakimi 
profili smo uvrstili v posamezno klonalno skupino, v nadaljevanju označeno kot EP (ERIC-
profil, op. a.). Skupno smo tako potrdili 39 skupin EP. Štiriindvajset (33,3 %) neklonalnih 
izolatov je bilo uvrščenih v 24 skupin. Preostalih oseminštirideset (66,6 %) izolatov smo 
uvrstili kot sledi: 7 (9,7 %) izolatov v EP1, po 6 (8,3 %) izolatov v EP6 in EP17, 4 (5,6 %) 
izolate v EP8, po 3 (4,2 %) izolate v EP7, EP19, EP21 ter po 2 (2,8 %) izolata v EP2, EP5, 
EP9, EP11, EP23, EP26, EP31. 
4.2 UGOTAVLJANJE PRISOTNOSTI GENSKIH ZAPISOV, KI POSREDUJEJO 
            ODPORNOST PROTI ANTIBIOTIKOM 
4.2.1 Genski zapisi za β-laktamaze iz skupin TEM, SHV, OXA, CTX-M in AmpC 
Pri vseh 72 izolatih smo z reakcijo PCR preverili prisotnost genskih zapisov za β-laktamaze 
skupin TEM, SHV, OXA, CTX-M in plazmidno kodirane AmpC (CMY). Za skupino CTX-
M smo opredelili tudi podskupino (CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-
25). Od 72 preiskovanih ESBL- in AmpC-pozitivnih izolatov E. coli smo pri 26-ih (36,1 %) 
izolatih potrdili gen blaTEM, pri 29-ih (40,3 %) alel blaSHV, pri 18-ih (25 %) gen iz skupine 
blaCTX-M  ter pri 21-ih (29,2 %) izolatih alel blaCMY-2. Med blaCTX-M-pozitivnimi izolati jih 
je imelo 17 zapis za gen iz skupine blaCTX-M-1, pri enemu pa smo potrdili skupino blaCTX-M-
2. Šest izolatov, pri katerih smo potrdili le blaTEM, ter dva izolata pri katerima nismo zasledili 
nobenega od preiskovanih genskih zapisov, smo izločili iz nadaljnje raziskave. 
Preglednica 11: Skupine preiskovanih β-laktamaz in število (%) izolatov z genskim zapisom za posamezno 
skupino. 
Skupina β-laktamaz Št. (%) izolatov 
TEM 26 (36,1) 
SHV 29 (40,3) 
OXA 0 (0) 
CTX-M 18 (25) 
CMY 21 (29,2) 
Izolate smo na podlagi prisotnosti genskih zapisov blaCTX-M, blaSHV-12 in blaCMY-2 razvrstili 
v skupine CTX-M, SHV, in CMY ter vsakemu pripisali skupino EP. Na podlagi obeh 
podatkov smo izračunali delež izolatov iz posameznih skupin EP v skupinah CTX-M-1-, 
CTX-M-2-, SHV-12- in CMY-pozitivnih E. coli. Iz Slike 3 je razvidno, da so v skupinah 
SHV-12- in CMY-pozitivnih E. coli, izolati iz večjega števila skupin EP. CTX-M-pozitivni 
izolati pa so uvrščeni v manjše število skupin EP, kar kaže na večjo klonalnost med izolati. 
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Slika 3: Delež izolatov z enakim profilom ERIC-PCR (EP) v skupinah CTX-M-1-, CTX-M-2-, SHV-12- in 
CMY-2-pozitivnih izolatov. Številke znotraj stolpcev so deleži (%) izolatov z različnim EP, ki so označeni z 
različnimi barvami. 
4.2.2 Genski zapisi za plazmidno posredovano odpornost proti kinolonom (PMQR) 
Pri vseh 72 izolatih smo preverili tudi prisotnost PMQR iz skupine Qnr. Produkti genov qnr 
posredujejo nizko raven odpornosti proti fluorokinolonom. Pri 31-ih (43 %) izolatih smo 
potrdili prisotnost genskega zapisa qnrS. Genov qnrA, qnrB, qnrC, qnrD in qnrVC nismo 
potrdili pri nobenem od preiskovanih izolatov. 
Vse Qnr-pozitivne izolate smo razvrstili glede na prisotnost genov za β-laktamaze tipa CTX, 
SHV in CMY in ugotovili, da ima 92,9 % qnrS-pozitivnih izolatov hkrati tudi genski zapis 
blaSHV-12.  
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Slika 4: Prevalenca genskega zapisa qnrS med izolati z β-laktamazo tipa CTX, SHV in CMY. 
4.3 FILOGENTESKE SKUPINE 
ESBL- in AmpC-pozitivne izolate E. coli (N=64) smo na podlagi metode, ki jo je razvil 
Clermont s sodelavci (2000) uvrstili v filogenetske skupine in podskupine (Branger in sod., 
2005). V Preglednici 12 je prikazano skupno število izolatov v posameznih filogenetskih 
skupinah. Clermont in sodelavci so leta 2013 metodo izpopolnili, zato smo vse izolate 
uvrstili v filogenetske skupine tudi na podlagi prenovljene metode. 
Preglednica 12: Uvrstitev ESBL- in AmpC-pozitivnih izolatov E. coli v filogenetske (pod)skupine po prvotni 
(Clermont in sod., 2000) in prenovljeni metodi (Clermont in sod., 2013). 
Filogenetska skupina 
(Clermont in sod., 2000) 
Število izolatov  Filogenetska skupina 
(Clermont in sod., 2013) 
Število izolatov  
n (%) n (%) 
A₀ 11 (17,2) A 29 (45,3) 
A₁ 20 (31,3) B1 17 (26,6) 
B1 15 (23,4) B2 1 (1,6) 
B2₂ 0 (0,0) C 1 (1,6) 
B2₃ 1 (1,6) D 6 (9,4) 
D₁ 3 (4,7) E 3 (4,7) 
D₂ 14 (21,9) F 7 (10,9) 
Od 64 ESBL- in AmpC-pozitivnih E. coli izolatov smo jih z metodo iz leta 2000 skoraj 
polovico (31 izolatov oz. 48,4 %) uvrstili v filogenetsko skupino A. Od tega 11 (17,2 %) v 
podskupino A0 ter 20 (31,3 %) v podskupino A1. Sledita filogenetska skupina B1 s 15 (23,4 
%) izolati in podskupina D2 s 14 (21,9 %) izolati. Tri (4,7 %) izolate smo uvrstili v 
filogenetsko podskupino D1. V filogenetsko podskupino B22 se ni uvrstil nobeden od 
testiranih izolatov. 
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Prenovljena metoda iz leta 2013 rahlo spremeni razporeditev izolatov (Slika 5). Izolati, ki 
so bili prej uvrščeni v podskupino A0 so ostali v filogenetski skupini A. Sedemnajst izolatov 
iz podskupine A1 prav tako ostane v filogenetski skupini A, 2 izolata smo premestili v 
skupino B1, 1 izolat pa v novonastalo skupino C. Razvrstitev izolatov, ki so bili po metodi 
iz leta 2000 uvrščeni v skupino B1, se ne spremeni. En izolat iz filogenetske podskupine D1 
se premesti v skupino A, 2 pa ostaneta v skupini D. Največ sprememb se je zgodilo z izolati, 
ki so bili po prvotni metodi razvrščeni v podskupino D2. 4 izolati ostanejo v skupini D, 3 se 
premestijo v novo skupino E, 7 izolatov pa v novo skupino F. 
 
Slika 5: Prerazporeditev izolatov E. coli iz filogenetskih (pod)skupin določenih po prvotni (Clermont in sod., 
2000) in dopolnjeni metodi (Branger in sod., 2005) v skupine po prenovljeni metodi (Clermont in sod., 2013). 
Stolpci predstavljajo delež izolatov iz filogenetskih skupin določenih po prvotni metodi v filogenetskih 
skupinah določenih s prenovljeno metodo. 
Na Sliki 6 so prikazani deleži in število izolatov iz posameznih filogenetskih skupin, ki imajo 
sočasno še genski zapis za encime iz skupine ESBL, AmpC ali encime iz obeh skupin. Med 
ESBL-pozitivnimi izolati se jih 20 uvršča v skupino A1, 12 v skupino B1 ter po ≤5 izolatov 
v skupine A0, D2, D1 in B23. V skupini AmpC-pozitivnih izolato je raznolikost filogenetskih 
skupin nekoliko manjša. Enajst izolatov iz te skupine smo uvrstili v filogenetsko skupino D2 
ter po ≤5 izolatov v skupine A0, B1 in D1. Tri ESBL- in AmpC-pozitivne izolate smo uvrstili 
v skupino A0, en izolat pa v skupino B1. Nobenega od preiskovanih izolatov nismo uvrstili 
v skupino B22.  
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Slika 6: Deleži in število izolatov iz posameznih filogenetskih skupin po metodi iz leta 2000 (Clermont in sod., 
2000), ki imajo sočasno še genski zapis za encime iz skupine ESBL, AmpC ali encime iz obeh skupin. Številke 
v stolpcih predstavljajo število izolatov. 
Na Sliki 7 so prikazani deleži in število izolatov iz posameznih filogenetskih skupin po 
prenovljeni metodi (Clermont in sod., 2013). Največjo spremembo zasledimo v skupini 
AmpC-pozitivnih izolatov. Porazdelitev znotraj te skupine je še vedno heterogena, a mnogo 
bolj enakomerna, na račun prerazporeditve nekaterih izolatov v novi skupini E in F. 
 
Slika 7: Deleži in število izolatov iz posameznih filogenetskih skupin po prenovljeni metodi iz leta 2013 
(Clermont in sod., 2013), ki imajo sočasno še genski zapis za encime iz skupine ESBL, AmpC ali encime iz 
obeh skupin. Številke v stolpcih predstavljajo število izolatov. 
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Preverili smo tudi, kako se QnrS-pozitivni izolati uvrščajo v filogenetske skupine po metodi 
Clermont in sod. (2000). Iz Preglednice 13 lahko vidimo, da gre v najvišjem deležu za izolate 
iz filogenetske skupine A1 (13 izolatov) in B1 (10 izolatov). Tri izolate smo uvrstili v skupino 
D2, po dva izolata v skupini A0 in D1 ter en izolat v skupino B23. 
Preglednica 13: Porazdelitev genov PMQR iz skupine Qnr v filogenetske skupine po metodi iz leta 2000 
(Clermont in sod., 2000). 
PMQR 
Število izolatov (%) iz posameznih filogenetskih (pod)skupin 
A₀ A₁ B1 B2₂ B2₃ D₁ D₂ 
qnrD 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
qnrA 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
qnrS 2 (2,8) 13 (18,1) 10 (13,9) 0 (0) 1 (1,4) 2 (2,8) 3 (4,2) 
qnrB 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
qnrC 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
qnrVC 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
4.4 PRISOTNOST GENOV Z ZAPISI ZA VIRULENTNE DEJAVNIKE 
Pri 64 ESBL- in AmpC-pozitivnih izolatih smo preverili tudi prisotnost genskih zapisov za 
20 dejavnikov virulence. Rezultati so podani v Preglednici 14. Gene z zapisom za hemolizine 
smo potrjevali s PCR le pri fenotipsko hemolitičnih izolatih (13 izolatov). Poleg prevalence 
smo preverili tudi v katero filogenetsko skupino so bili uvrščeni izolati z določenim 
virulentnim dejavnikom (Preglednica 15). 
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Preglednica 14: Prisotnost genskih zapisov za dejavnike virulence pri ESBL- in AmpC-pozitivnih izolatih. 
Geni za dejavnike virulence št. izolatov n (%) 
adhezini 
aaf 1 (1,6) 
bmaE 0 (0) 
fimH 58 (90,6) 
hra 18 (28,1) 
papGⅡ 7 (10,9) 
avtotransporterji in toksini 
hlyA 0 (0) 
hlyEN 0 (0) 
hlyF 12 (18,8) 
tsh 10 (15,6) 
vat 8 (12,5) 
dejavniki povezani z 
imunskim sistemom 
iss 44 (68,8) 
kpsMTⅡ 12 (18,8) 
ompT 56 (87,5) 
privzem železa 
fyuA 16 (25,0) 
iroN 44 (68,8) 
irp2 16 (25,0) 
iucD 35 (54,7) 
iutA 37 (57,8) 
sitA 57 (89,1) 
mikrocin Ⅴ cvi 5 (7,8) 
Med adhezini smo največkrat potrdili prisotnost zapisa za fimbrije tipa 1. Pri 58-ih (90,6 %) 
izolatih E. coli smo potrdili gen fimH. Gen hra je imelo 18 (28,1 %) izolatov, gen papGⅡ pa 
le 7 (10,3 %) izolatov. Zapisa bmaE nismo zaznali, aaf pa smo potrdili le pri enem izolatu. 
Od 64-ih izolatov jih je bilo trinajst (20,3 %) hemolitičnih na ploščah KA. Deset (15,6 %) 
izolatov je imelo prisoten zapis za gen tsh, med njimi je bil le en fenotipsko hemolitičen 
izolat. Pri dvanajstih izolatih smo potrdili prisotnost gena hlyF. Za hemolitičen lizat B23 
nismo potrdili nobenega od 4-ih testiranih genov, ki bi lahko bili odgovorni za hemolizo 
(tsh, hlyA, hlyEN, hlyF). Pri 8-ih (12,5 %) izolatih smo potrdili genski zapis vat. 
Od dejavnikov, povezanih z imunskim sistemom smo preiskovali prisotnost treh genov. Gen 
iss, ki je bil potrjen v kar 44-ih (68,8 %) izolatih, gen ompT v 56-ih (87,5 %) izolatih, gen 
kpsMTⅡ pa v 12-ih (18,8 %) izolatih ESBL- in AmpC-pozitivnih E. coli. 
Med zapisi za privzem železa smo pri 57-ih (89,1 %) izolatih potrdili gen sitA, pri 44-ih 
(68,6 %) iroN, iucD pri 35 (54,7) in iutA pri 37-ih (57,8 %), irp2 in fyuA pa pri 16-ih (25, 0 
%) izolatih. 
Gen z zapisom za mikrocin/kolicin Ⅴ je bil prisoten le pri 5-ih (7,8 %) izolatih. 
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Preglednica 15: Porazdelitev genskih zapisov za dejavnike virulence v izolatih iz filogenetskih skupin glede 
na filogenetske (pod)skupine določenih po metodi iz leta 2000 (Clermont in sod.). 
Geni za dejavnike 
virulence 
Število n (%) pozitivnih izolatov iz posameznih filogenetskih (pod)skupin 
A₀ A₁ B1 B2₂ B2₃ D₁ D₂ 
adhezini 
aaf 0 (0) 1 (1,6) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
bmaE 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
fimH 8 (12,5) 16 (25,0) 16 (25,0) 0 (0) 1 (1,6) 3 (4,7) 14 (21,9) 
hra 5 (7,8) 2 (3,1) 1 (1,6) 0 (0) 1 (1,6) 3 (4,7) 6 (9,4) 
papGⅡ 1 (1,6) 0 (0) 1 (1,6) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 5 (7,8) 
avtotransporterji 
in toksini 
hlyA 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
hlyEN 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
hlyF 2 (3,1) 5 (7,8) 2 (3,1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 3 (4,7) 
tsh 2 (3,1) 5 (7,8) 2 (3,1) 0 (0) 1 (1,6) 0 (0) 0 (0) 
vat 0 (0) 1 (1,6) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 7 (10,9) 
dejavniki 
povezani z 
imunskim 
sistemom 
iss 10 (15,6) 9 (14,1) 13 (20,3) 0 (0) 0 (0) 2 (3,1) 10 (15,6) 
kpsMTⅡ 3 (4,7) 0 (0) 1 (1,6) 0 (0) 1 (1,6) 3 (4,7) 4 (6,3) 
ompT 10 (15,6) 15 (23,4) 14 (21,9) 0 (0) 1 (1,6) 3 (4,7) 13 (20,3) 
privzem železa 
fyuA 4 (6,3) 3 (4,7) 3 (4,7) 0 (0) 1 (1,6) 2 (3,1) 3 (4,7) 
iroN 10 (15,6) 8 (12,5) 14 (21,9) 0 (0) 0 (0) 2 (3,1) 10 (15,6) 
irp2 3 (4,7) 3 (4,7) 4 (6,3) 0 (0) 0 (0) 3 (4,7) 2 (3,1) 
iucD 8 (12,5) 6 (9,4) 6 (9,4) 0 (0) 0 (0) 3 (4,7) 12 (18,8) 
iutA 8 (12,5) 7 (10,9) 6 (9,4) 0 (0) 0 (0) 3 (4,7) 13 (20,3) 
sitA 11 (17,2) 12 (18,8) 16 (25,0) 0 (0) 1 (1,6) 3 (4,7) 14 (21,9) 
mikrocin Ⅴ cvi 1 (1,6) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 4 (6,3) 
Genske zapise fimH, ompT, fyuA in sitA smo potrdili v izolatih vseh filogenetskih 
(pod)skupin, a so slabše zastopani v podskupinah B23 in D1. Zapisi iss, iroN, iucD ter iutA 
so nekoliko manj prisotni v izolatih skupine D1, medtem ko jih v izolatih filogenetske 
poskupine B23 nismo zaznali. Zastopanost genov iucD in iutA je pričakovano skoraj 
identična pri vseh filogenetskih (pod)skupinah. Genski zapis za mikrocin/kolicin Ⅴ smo 
dokazali praktično le pri izolatih filogenetske podskupini D2 (4 od 5 pozitivnih izolatov). 
Genska zapisa papGⅡ in vat sta izrazito bolj povezana z izolati filogenetske podskupine D2. 
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Preverili smo tudi vpliv prenovljene metode za določanje filogenetskih skupin (Clermont in 
sod., 2013) na porazdelitev genskih zapisov za dvajset testiranih dejavnikov virulence. 
Rezultati so prikazani v Preglednici 16. 
Na Sliki 8 je prikazana prevalenca posameznih VFG v ESBL-, AmpC- ter ESBL- in AmpC-
pozitivnih neklonalnih izolatih. 
Preglednica 16: Porazdelitev genskih zapisov za dejavnike virulence v izolatih iz filogenetskih skupin glede 
na filogenetske (pod)skupine določenih po prenovljeni metodi iz leta 2013 (Clermont in sod.). 
Geni za dejavnike 
virulence 
Število n (%) pozitivnih izolatov iz posameznih filogenetskih (pod)skupin 
A B1 B2 C D E F 
adhezini 
aaf 1 (1,6) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
bmaE 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
fimH 24 (37,5) 16 (25,0) 1 (1,6) 1 (1,6) 6 (9,4) 3 (4,7) 7 (10,9) 
hra 7 (10,9) 1 (1,6) 1 (1,6) 1 (1,6) 2 (3,1) 3 (4,7) 3 (4,7) 
papGⅡ 1 (1,6) 1 (1,6) 0 (0) 0 (0) 2 (3,1) 0 (0) 3 (4,7) 
avtotransporterji 
in toksini 
hlyA 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
hlyEN 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
hlyF 7 (10,9) 2 (3,1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 3 (4,7) 0 (0) 
tsh 6 (9,4) 2 (3,1) 1 (1,6) 1 (1,6) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
vat 1 (1,6) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 7 (10,9) 
dejavniki 
povezani z 
imunskim 
sistemom 
iss 18 (28,1) 13 (20,3) 1 (1,6) 0 (0) 5 (7,8) 0 (0) 7 (10,9) 
kpsMTⅡ 4 (6,3) 1 (1,6) 1 (1,6) 0 (0) 6 (9,4) 0 (0) 0 (0) 
ompT 25 (39,1) 14 (21,9) 1 (1,6) 1 (1,6) 5 (7,8) 3 (4,7) 7 (10,9) 
privzem železa 
fyuA 6 (9,4) 3 (4,7) 1 (1,6) 1 (1,6) 2 (3,1) 0 (0) 3 (4,7) 
iroN 17 (26,6) 14 (21,9) 0 (0) 1 (1,6) 5 (7,8) 0 (0) 7 (10,9) 
irp2 6 (9,4) 4 (6,3) 0 (0) 1 (1,6) 2 (3,1) 0 (0) 3 (4,7) 
iucD 14 (21,9) 6 (9,4) 0 (0) 1 (1,6) 5 (7,8) 2 (3,1) 7 (10,9) 
iutA 15 (23,4) 6 (9,4) 0 (0) 1 (1,6) 5 (7,8) 3 (4,7) 7 (10,9) 
sitA 23 (35,9) 16 (25,0) 1 (1,6) 1 (1,6) 6 (9,4) 3 (4,7) 7 (10,9) 
mikrocin Ⅴ cvi 1 (1,6) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 4 (6,3) 
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Slika 8: Število ESBL-, AmpC- ter ESBL/AmpC-pozitivnih neklonalnih izolatov z zapisom za testirani 
dejavnik virulence. 
4.5 KONJUGACIJA ESBL- IN AmpC POZITIVNIH SEVOV E. coli S SEVOM E. 
    COLI AZR 
Zaradi težav pri selekciji transkonjugant na trdnih gojiščih, in ker smo želeli ugotoviti 
frekvence konjugativnih prenosov genskih zapisov za ESBL- in AmpC-fenotip, smo se 
odločili za izvedbo konjugacij v tekočemu gojišču BHI. Za recipienta smo pri vseh poskusih 
uporabili sev E. coli J53, ki je odporen proti natrijevemu azidu, za katerega so bili občutljivi 
vsi donorski izolati. 
4.5.1 Frekvence konjugacij plazmidov iz ESBL- in AmpC-pozitivnih izolatov E. coli 
Na podlagi števila transkonjugant in recipienta smo izračunali frekvence konjugacij. 
Rezultati in frekvence konjugacij so prikazane v Preglednici 17. Izračunane frekvence so 
relativno nizke in sicer v razponu 10-4-10-8. Transkonjugante smo najpogosteje izolirali na 
selektivnih gojiščih z dodanim ampicilinom, cefotaksimom in tetraciklinom. 
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Preglednica 17: Frekvence konjugacij plazmidov ESBL- in /ali AmpC-pozitivnih izolatov. 
S kraticami so označene kombinacije antibiotikov v posameznem selektivnem gojišču LB (A – natrijev azid, 
Ap – ampicilin, Cip – ciprofloksacin, Cm – kloramfenikol, CTX – cefotaksim (1-1 μg/mL; 2-2 μg/mL), Tc – 
tetraciklin, Tp – trimetoprim). 
Vzorec 
                                           Dodani antibiotiki v selektivnem gojišču                                                                                                                                                         
A AAp            ACip           ACm        ACTX1      ACTX2          ATc             ATp 
1A1 4,5×10⁻⁶ - - - - - - 
1A2 2,1×10⁻⁵ - - - - - - 
1A3 9×10⁻⁶ - - - 1,5×10⁻⁷ - - 
1A4 3,5×10⁻⁶ - - - 1,4×10⁻⁶ - - 
1A5 - - - - - - - 
1A6 6,9×10⁻⁵ 1,79×10⁻⁴ - - 1,75×10⁻⁶ - - 
1A7 1×10⁻⁶ - - 1,67×10⁻⁷ - - 3×10⁻⁸ 
1A8 5×10⁻⁶ - 3×10⁻⁶ - - 6×10⁻⁵ - 
2A9 - - - 2×10⁻⁷ - - - 
1A10 4,1×10⁻⁶ 2×10⁻⁵ 1,5×10⁻⁷ 2,93×10⁻⁵ 3×10⁻⁷ 2,55×10⁻⁵ - 
1A11 2,5×10⁻⁵ - - - 1,53×10⁻⁵ 7×10⁻⁷ - 
1A12 7,8×10⁻⁶ 5,01×10⁻⁴ - 7,27×10⁻⁵ 1,6×10⁻⁶ - - 
3A13 1,43×10⁻⁵ - - - 2,86×10⁻⁵ - - 
3A14 - - - - 2,86×10⁻⁵ - - 
4A15 3,09×10⁻⁴ - - - 3,35×10⁻⁵ - - 
2A16 3×10⁻⁵ - 1,5×10⁻⁵ 2,33×10⁻⁶ 7×10⁻⁷ 3×10⁻⁴ - 
3B1 - - - - 1,43×10⁻⁵ 8,29×10⁻⁵ 1,23×10⁻⁶ 
3B2 4,29×10⁻⁴ - - - 3,57×10⁻⁶ 2,49×10⁻⁵ - 
3B3 4,29×10⁻⁴ - - - 2,57×10⁻⁶ - - 
3B4 4,29×10⁻⁴ - - - nešt. - - 
3B5 4,29×10⁻⁴ - - - 2,86×10⁻⁵ - - 
2B6 3,79×10⁻⁵ 1,53×10⁻⁵ - 5,34×10⁻⁵ 1,1×10⁻⁷ - - 
1B7 1,5×10⁻⁵ 2,5×10⁻⁷ - 1,45×10⁻⁵ 6×10⁻⁷ 2,5×10⁻⁶ - 
2B8 1,2×10⁻⁶ - - - - - 2×10⁻⁶ 
1B9 - - - - - - - 
2B10 - - - / - - 5×10⁻⁸ 
2B11 4,5×10⁻⁶ - - - - - - 
2B12 3×10⁻⁷ - - - - - - 
1B13 1,5×10⁻⁴ - - - - - - 
5B14 5×10⁻⁶ - - - 1,32×10⁻⁵ 1,5×10⁻⁴ 1,5×10⁻⁴ 
1B15 7,5×10⁻⁶ - - 4,13×10⁻⁵ 8,7×10⁻⁷ - - 
3B16 - - - - 2,15×10⁻⁶ 8×10⁻⁷ - 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 17: Frekvence konjugacij plazmidov ESBL- in /ali AmpC-pozitivnih izolatov. S 
kraticami so označene kombinacije antibiotikov v posameznem selektivnem gojišču LB (A – natrijev azid, Ap 
– ampicilin, Cip – ciprofloksacin, Cm – kloramfenikol, CTX – cefotaksim (1-1 μg/mL; 2-2 μg/mL), Tc – 
tetraciklin, Tp – trimetoprim). 
Vzorec 
                                           Dodani antibiotiki v selektivnem gojišču                                                                                                                                                         
A  AAp            ACip           ACm       ACTX1     ACTX2          ATc              ATp 
1B17 5,55×10⁻⁶ 3,5×10⁻⁶ 2×10⁻⁶ 1×10⁻⁶ - 1,02×10⁻⁵ - 
1B18 4,5×10⁻⁶ - 4,35×10⁻⁶ - - 2×10⁻⁴ - 
1B19 1×10⁻⁷ 7,1×10⁻⁶ - 5×10⁻⁷ - 6,1×10⁻⁶ - 
2B20 1,02×10⁻⁵ - - - - - - 
1B21 1,03×10⁻⁵ - - - - - - 
1B22 1,05×10⁻⁶ - - - - 3,45×10⁻⁵ - 
3B23 6×10⁻⁷ - 1×10⁻⁷ - 1,87×10⁻⁴ 4×10⁻⁷ - 
4C1 1,02×10⁻2 - 1,42×10⁻⁵ - 1×10⁻⁶ - 2,5×10⁻⁷ 
4C2 3,12×10⁻3 - 8,15×10⁻⁶ - 5×10⁻⁸ 9,18E-03 5×10⁻⁸ 
4C5 3,35×10⁻3 - 0,17 - 3,5×10⁻⁷ 4,19E-02 - 
1C7 2,8×10⁻⁶ - 4,3×10⁻⁶ - - 7×10⁻⁷ - 
3C8 1,2×10⁻⁶ - 2,1×10⁻⁶ - 1,66×10⁻⁴ 6×10⁻⁷ - 
6C9 - - - - 2×10⁻⁷ 1,5×10⁻⁶ 8,7×10⁻⁶ 
4C10 - - 2×10⁻⁷ - 3×10⁻⁷ 3×10⁻⁷ - 
7C11 - - - - 7,7×10⁻⁶ 3×10⁻⁷ - 
8C12 - - 3×10⁻⁷ - - 2×10⁻⁷ - 
7C13 8×10⁻⁶ - - - 1,07×10⁻⁶ 1,25×10⁻⁵ 7,33×10⁻⁷ 
4C14 2×10⁻⁷ - - - - - - 
4C15 2×10⁻⁷ - - - 6,67×10⁻⁸ - - 
4C16 6,67×10⁻⁸ - - - 2×10⁻⁷ - - 
4C17 1,33×10⁻⁶ - - - 2,27×10⁻⁶ - - 
6C18 2×10⁻⁶ - 6,67×10⁻⁷ - 3,27×10⁻⁶ 9,07×10⁻⁶ 4,53×10⁻⁵ 
6C19 4×10⁻⁷ - - - - - - 
3C20 - - - - - - - 
8C21 - - - - - - - 
6C23 5,29×10⁻⁴ - - - 4,04×10⁻⁴ - - 
6C24 2,22×10⁻⁷ 2,22×10⁻⁷ - - - - - 
4C25 2,16×10⁻⁴ - - - 1,63×10⁻⁴ - - 
6C26 - - - - - - - 
6C27 nešt. - - - - - - 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 17: Frekvence konjugacij plazmidov ESBL- in /ali AmpC-pozitivnih izolatov. S 
kraticami so označene kombinacije antibiotikov v posameznem selektivnem gojišču LB (A – natrijev azid, Ap 
– ampicilin, Cip – ciprofloksacin, Cm – kloramfenikol, CTX – cefotaksim (1-1 μg/mL; 2-2 μg/mL), Tc – 
tetraciklin, Tp – trimetoprim). 
Vzorec 
                                           Dodani antibiotiki v selektivnem gojišču                                                                                                                                                         
A AAp             ACip           ACm           ACTX1       ACTX2           ATc            ATp 
5D1 9,3×10⁻⁵ - - - - 1,02×10⁻2 1,13×10⁻2 
3D6 - - - - 2,35×10⁻⁵ 8,74×10⁻⁵ 8,52×10⁻⁵ 
1 ESBL SHV 
2 ESBL SHV + TEM 
3 ESBL CTX 
4 AmpC 
5 ESBL CTX + TEM 
6 AmpC + TEM 
7 ESBL CTX + TEM + AmpC 
8 ESBL CTX + AmpC 
4.5.2 Ugotavljanje minimalne inhibitorne koncentracije za ciprofloksacin pri 
recipientskem sevu J53 Azr in izbranih transkonjugantah z E-test-om 
Za izbrane transkonjugante in recipientski sev J53 Azr smo z E-testom na gojiščih Mueller 
Hinton določili minimalno inhibitorno koncentracijo za ciprofloksacin.  
Kontrolni sev J 53 Azr je imel MIK 0,008 μg/mL. Pri 5-ih transkonjugantah nismo zaznali 
spremembe MIK. Kljub temu, da pri transkonjuganti C5 ACTX2 nismo potrdili prisotnosti 
PMQR-gena qnr, je na plazmidu determinanta, ki v primerjavi z recipientskim sevom J53 
pri transkonjuganti omogoča 47,5× višjo raven odpornosti proti ciprofloksacinu. Višjo 
vrednost MIK od rcipientskega seva (31-47,5×) smo ugotovili še pri 13-ih transkonjugantah, 
kar je rezultat prisotnega produkta gena qnrS. Sprememba MIK je bila nižja pri TK brez 
produkta gena qnrS. V primerjavi z J53 ima TK C9 ATc le 6× višji MIK. 
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Preglednica 18: Minimalne inhibitorne koncentracije ciprofloksacina za recipientski sev J53 in izbrane 
transkonjugante. 
Sev 
MIK 
(μg/mL) 
Sev 
MIK 
(μg/mL) 
Sev 
MIK 
(μg/mL) 
J53 
 0,008 B7* ACTX2 0,38 C2 ATc 0,008 
A5* AAp 0,25 B8 AAp 0,008 ATp 0,012 
A6* ACTX2 0,38 B14 ACTX2 0,008 C5 ACTX2 0,38 
A7* ACTX1 0,25 B15* ACTX1 0,25 C9 ATc 0,047 
A9* ACTX2 0,38 ACTX2 0,5 
 
ATp 0,06 
A11* CTX2 0,25 B17* ACTX1 0,38 C10 ACTX2 0,06 
A15 ACTX2 0,016 B19* ACTX1 0,38 C11 ACTX2 0,012 
A16* ACTX1 0,25 B21* AAp 0,25 C12 ACm 0,012 
B6* AAp 0,25 B22* AAp 0,38 C13 ACTX2 0,016 
ACTX1 0,25 C1 ATp 0,008 C14 AAp 0,023 
ACTX2 0,25 ACm 0,008 C18 ACTX2 0,18 
Zvezdica (*) označuje izolate, pri katerih smo zasledili gen qnrS. Kratice označujejo selektivno gojišče na 
katerem smo izolirali transkonjugante (A – natrijev azid, Ap – ampicilin, Cip – ciprofloksacin, Cm – 
kloramfenikol, CTX – cefotaksim (1-1 μg/mL; 2-2 μg/mL), Tc – tetraciklin, Tp – trimetoprim). 
 
Slika 9: Primer določanja minimalne inhibitorne koncentracije z uporabo E-testa. 
1 – J53 Azr, 2 – transkonjuganta donorja A6, izolirana na ploščah gojišča LB z dodanim ACTX2, 3 – 
transkonjuganta donorja B8, izolirana na ploščah gojišča LB z dodanim AAp. 
4.5.3 Restrikcijski profili plazmidov izoliranih iz transkonjugant 
4.5.3.1 Primerjava treh metod za izolacijo plazmidne DNA 
Ker smo želeli ugotoviti ali se s konjugacijo med sevi E. coli prenašajo enaki ali različni 
plazmidi, smo izdelali restrikcijske profile pDNA, ki smo jo izolirali iz transkonjugant. Pred 
začetkom dela smo testirali tri metode za izolacijo plazmidne DNA (Slika 10). Izolaciji z 
gvanidinijevim izotiocianatom ter kompletom Plasmid Midi nista bili uspešni. Z izolacijo z 
alkalno hidrolizo po prirejenem protokolu, pa je bil izkupiček izolirane pDNA dovoljšen za 
nadaljno uporabo. 
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Slika 10: Primerjava plazmidnih profilov po restrikciji z encimom PstI. 1 kb – 1 kilobazna standardna DNA 
lestvica; z rdečo barvo označena TK donorskih izolatov - izolacija z gvanidinijevim izotiocianatom (GES); z 
zeleno barvo označena TK donorskih izolatov - izolacija s kompletom Plasmid Midi (Qiagen); s črno bravo 
označena TK donorskih izolatov - izolacija s prirejenim protokolom alkalne hidrolize. Vsi plazmidi so bili 
izolirani iz transkonjugant pridobljenih na selektivnem gojišču LB z dodanim natrijevim azidom in 
ampicilinom (AAp). 
4.5.3.2 Restrikcija izolirane pDNA iz transkonjugant z encimoma HindⅢ in EcoRⅠ 
Po uspešni izolaciji smo izolirano pDNA razdelili v dve mikrocentrifugirki ter jo vzporedno 
rezali z encimoma HindⅢ in EcoRⅠ. Zaradi primernejše velikosti fragmentov, dobljenih po 
restrikciji, smo za primerjavo izbrali restrikcijske profile plazmidov, ki smo jih rezali z 
encimom HindⅢ. Primeri identičnih (oz. zelo podobnih) restrikcijskih profilov so prikazani 
na Sliki 11. Predvidevamo da gre v osnovi za enak plazmid, le da pri nekaterih lahko 
opazimo 2 dodatna fragmenta fragmenta (restrikcijski profili z oznakami 1, 2, 4, 6, 8, 10, 11, 
17 in 21 na Sliki 11). Ugotovili smo, da so nekateri plazmidi (Slika 11) prisotni v izolatih iz 
različnih klonalnih skupin, ki so izolirani v različnih časovnih obdobjih in celo različnih 
rejah (glej Priloga C in D). Plazmid z zapisoma qnrS in blaSHV-12, smo potrdili v 
dvaindvajsetih različnih izolatih. 
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Slika 11: Primeri restrikcijskih profilov plazmidov izoliranih iz izbranih transkonjugant ter rezanih z encimom 
HindⅢ. S kraticami so označene kombinacije antibiotikov v posameznem selektivnem gojišču LB (A – natrijev 
azid, Ap – ampicilin, Cip – ciprofloksacin, Cm – kloramfenikol, CTX – cefotaksim (1-1 μg/mL; 2-2 μg/mL), 
Tc – tetraciklin, Tp – trimetoprim). Od leve proti desni si sledijo vzorci: 1 – A1 AAp, 2 – A2 AAp, 3 – A3 
ACTX2, 4 – A4 ACTX2, 5- A5 AAp, 6 – A6 AAp, 7 – A7 ACTX1, 8 – A9 ACTX2, 9 – A10 ACTX1, 10 – 
A11 AAp, 11 – A11 ACTX2, 12 – A12 ACTX1, 13 – A16 ACTX1, 14 – B6 ACTX1, 15 – B7 ACTX2, 16 – 
B12 ACTX1, 17 – B13 AAp, 18 – B15 ACTX1, 19 – B17 ACTX1, 20 – B19 ACTX1, 21 – B20 AAp, 22 – 
B21 AAp, 23 – B22 AAp. 
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Na podlagi različnih frekvenc konjugacij za selekcionirane rezistotipe transkonjugant 
enakega donorja, smo domnevali, da ima lahko isti izolat več različnih plazmidov. Slika 12 
prikazuje primer dveh izolatov z več kot enim plazmidom. V prvih treh stolpcih vidimo 
transkonjugante izolata C9 pridobljene na treh različnih selektivnih gojiščih. Opazimo lahko, 
da se vsi trije plazmidi izolirani na treh selektivnih gojiščih med seboj razlikujejo. 
 
Slike vseh restrikcijskih profilov plazmidov, ki smo jih uspeli izolirati so v Prilogi A. 
 
Slika 12: Primeri različnih transkonjugant pridobljenih iz istega izolata, ki dokazujejo prisotnost več kot 1 
plazmida v vzorcu. 1 – C9 ACTX2, 2- C9 ATc, 3 – C9 ATp, 4 – C2 ATp, 5 – C2 ATc. 
  
Šabić E. Genotipska opredelitev ESBL in AmpC … Escherichia coli … iz perutnine v izbranih rejah. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulte, Študij mikrobiologije, 2019 
51 
5 RAZPRAVA 
Okužbe z bakterijami iz družine Enterobacteriaceae predstavljajo veliko breme v humani in 
veterinarski medicini, predvsem zaradi vse večjega števila sevov, ki so odporni proti 
protimikrobnim učinkovinam. Najbolj problematični so sevi, ki izločajo encime ESBL, 
AmpC in, v zadnjem času, karbapenemaze. Zapisi zanje so pogosto na plazmidih, lahko 
sočasno z enim ali več geni, ki kodirajo dejavnike virulence (VFG). Pretirana uporaba 
protimikrobnih učinkovin v humani in veterinarski medicini ter živinoreji je omogočila 
selekcijo številnih odpornih bakterijskih vrst. Pozornost se je v zadnjih letih preusmerila iz 
raziskav humanih okužb in sevov E. coli k preučevanju prisotnosti in dinamike širjenja 
odpornih sevov živalskega izvora, predvsem rejnih živali. 
V našem raziskovalnem delu smo zato analizirali zbirko 72-ih izolatov E. coli, ki so jih 
osamili na Inštitutu za mikrobiologijo in parazitologijo Veterinarske fakultete Univerze v 
Ljubljani ter fenotipsko opredelili kot ESBL- in/ali AmpC-pozitivne. Glavni namen 
magistrskega dela je bil ugotoviti prisotnost, porazdelitev in dinamiko širjenja genskih 
zapisov za encime iz skupine ESBL in AmpC. Poleg klonalnosti in uvrstitve v filogenetsko 
skupino smo preverili tudi prisotnost genov za dejavnike virulence v ESBL- in AmpC-
pozitivnih sevih, izoliranih v različnih perutninskih rejah v Sloveniji. 
Z metodo ERIC-PCR lahko hitro in enostavno opredelimo klonalnost izolatov. Na podlagi 
primerjave profilov, s PCR pomnoženih fragmentov enterobakterijskih ponavljajočih se 
intergenskih skupnih zaporedij, smo 72 izolatov uvrstili v 39 skupin EP. 
V večini slovenskih laboratorijev se odpornost proti protimikrobnim učinkovinam preverja 
le fenotipsko. Izolate smo zato opredelili tudi genotipsko. Evropske raziskave živalskih 
vzorcev (predvsem vzorcev perutnine) poročajo o najvišji prevalenci encimov ESBL encime 
skupine CTX-M, medtem ko jih v Aziji komaj zaznajo (Saliu in sod., 2017; Madec in sod., 
2017). Tudi Blaak in sod. (2015) so objavili, da ima kar 98 % preiskovanih izolatov encime 
ESBL skupine CTX-M, medtem ko so encime ESBL tipa SHV potrdili le v 29 % izolatov. 
Podobne rezultate so objavili Apostolakos in sod. (2019), ki so fenotipsko in genotipsko 
opredelili izolate iz perutninskih rej v Italiji. 
Z metodo PCR smo preverili prisotnost genskih zapisov za 4 najpogostejše skupine encimov 
ESBL (TEM, SHV, OXA in CTX-M). Rezultati so pokazali, da v naših izolatih prevladujejo 
encimi ESBL tipa SHV (40,3 %) in encimi CMY (Preglednica 11). Prisotnost encimov 
ESBL tipa CTX-M smo potrdili le v 25 % izolatov. Čeprav obstaja velika variabilnost v 
prevalenci posameznih tipov encimov ESBL, lahko opazimo, da v slovenskih rejah perutnine 
prevladuje tip SHV. Kar 36,1 % izolatov je imelo zapis za encime skupine TEM. V 
predhodni raziskavi so pri nekaterih TEM-pozitivnih izolatih potrdili prisotnost alela blaTEM-
32, z zapisom za β-laktamazo, ki je odporna proti inhibitorjem (IRT-inhibitor resistant) 
(Zorman Rojs in sod., 2018). Čeprav se ti encimi ne uvrščajo v skupino ESBL, se jih z 
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uporabo zgolj fenotipskih metod pogosto napačno opredeli kot ESBL. Osem izolatov smo 
izločili iz nadaljnje raziskave. Pri 6-ih izolatih smo potrdili zgolj prisotnost gena blaTEM, pri 
2 izolatih pa nismo zasledili nobenega od preiskovanih genov. Ker je lahko enak ali podoben 
fenotip rezultat delovanja več različnih genotipov, lahko z rutinsko uporabo genotipskih 
metod bolj natančno opredelimo vpletene mehanizme in/ali encime. Obenem se izognemo 
lažno negativnim/pozitivnim fenotipskim izolatom in hkrati bolj natančno spremljamo 
dinamiko prenosa posameznih genov med bakterijskimi izolati. 
S primerjavo prisotnosti genskih zapisov za β-laktamaze pri izolatih, razporejenih v klonalne 
skupine (EP) smo želeli ugotoviti ali se posamezni tip β-laktamaz širi klonalno ali 
horizontalno s HGT. Potrdili smo, da imajo izolati, ki so uvrščeni v isto skupino EP, tudi 
genske zapise za enak(-e) tip(-e) β-laktamaz. Velika večina CTX-M-1-pozitivnih izolatov se 
uvrsti v 2 skupini EP, kar kaže na klonalno širjenje tipa CTX-M-1 β-laktamaz. Klonalna 
raznolikost skupin SHV- in CMY-pozitivnih sevov je veliko večja. Ta dva tipa β-laktamaz 
se bolj pogosto širita horizontalno s plazmidi. 
Plazmidno zapisani geni qnr posredujejo odpornost proti kinolonom z zaščito tarčnega mesta 
delovanja. Prvič so gen qnrS v Sloveniji potrdili leta 2008 (Istinič, 2008). Tudi v naši zbirki 
smo gen potrdili pri 31-ih izolatih. Vse QnrS-pozitivne izolate smo razvrstili glede na 
prisotnost genov za β-laktamaze tipa CTX, SHV in CMY. Velika večina pozitivnih izolatov 
(92,9 %) je imela prisoten zapis za β-laktamazo tipa SHV, dva izolata pa zapis za encim 
skupine CMY. Da lahko ESBL- in AmpC-pozitivne E. coli vsebujejo zapise multiplih 
determinant odpornosti, so poročali že mnogi (Madec in sod., 2017). Na podlagi primerjave 
prisotnih zapisov za β-laktamaze in skupine EP smo predvidevali, da se večina QnrS-
pozitivnih izolatov uvršča v različne klonalne skupine, ki pa imajo enak/podoben plazmid. 
Seve E. coli za lažje opredeljevanje razvrstimo v več filogenetskih (pod)skupin (Clermont 
in sod., 2000; Branger in sod. 2005). Porazdelitev je odvisna od vrste vzorca (humani, 
živalski, okoljski) in države izvora. Sevi živalskega izvora se največkrat uvrščajo v skupine 
B1, A in D (Blaak in sod., 2015; Fu in sod., 2017; Saliu in sod., 2017). Leta 2016 so Cordoni 
in sod. analizirali seve APEC iz treh evropskih držav (Italija, Nemčija in Velika Britanija). 
Največ so jih uvrstili v skupine B2 in A, a se je prevalenca skupine B2 med državami močno 
razlikovala. Iz novejših podatkov za Italijo je razvidna sprememba trenda, saj je bila najbolje 
zastopana skupina F (34,9 %) ter nekoliko slabše skupini A in B1 (19,7 % in 15,1 %) 
(Apostolakos in sod., 2019). V naši raziskavi smo ESBL- in AmpC-pozitivne izolate E. coli 
najpogosteje uvrstili v skupino A (od tega 31, 3 % v A1 in 17,2 % v A0) in nekoliko manjkrat 
v skupini B1 (23,4 %) ter D2 (21,9 %). 
Leta 2013 so Clermont in sod. objavili izpopolnjeno metodo razvrščanja sevov v 
filogenetske skupine. Logue in sod. (2017) so primerjali vpliv izpopolnjene metode na 
uvrstitev sevov in ugotovili, da se kar 42,27 % testiranih izolatov APEC prerazporedi v druge 
skupine. Tudi Starčič Erjavec in sodelavci so (2017) preverili vpliv na prerazporeditev sevov 
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AFEC in ugotovili, da je število prerazporejenih sevov v njihovi zbirki nižje (23,33 %). V 
naši raziskavi smo 14 izolatov (21,87 %) prerazporedili v druge filogenetske skupine. Največ 
sprememb je bilo v skupini D2, kjer so le štirje izolati ostali v skupini D. Kar sedem izolatov 
se je prerazporedilo iz D2→F, trije izolati pa iz D2→E. Le en izolat smo premestili iz skupine 
A v C, čeprav gre po poročanju Logue in sod. (2017) za najpogostejši premik (42,97 % 
premikov sevov APEC). Ker izolati niso bili povezani z visokimi pogini v rejah in na podlagi 
deležev premeščenih izolatov sklepamo, da v preučeni zbirki prevladujejo izolati AFEC 
oziroma nepatogeni izolati. 
Primerjali smo tudi deleže in število izolatov iz posameznih filogenetskih podskupin po obeh 
metodah, ki imajo sočasno še genski zapis za encime iz skupine ESBL, AmpC ali encime iz 
obeh skupin (Slika 6 in 7). Najbolj enotni so rezultati obeh metod pri izolatih z encimi iz 
obeh skupin. Tudi v skupini izolatov z encimi ESBL ne pride do večjih sprememb v 
zastopanosti izolatov iz posameznih filogenetskih skupin. V primeru obeh metod je večina 
ESBL-pozitivnih izolatov iz skupin A in B1. Najopaznejšo prerazporeditev v druge 
filogenetske skupine smo potrdili za izolate z encimi skupine AmpC. V skupini AmpC-
pozitivnih izolatov je bilo največ izolatov iz skupine D2.. Tako je skupina AmpC-pozitivnih 
izolatov, glede na filogenetsko skupino, postala bolj heterogena, še posebej izstopa večji 
delež izolatov skupine F, ki je povezana z bolj patogenimi sevi. 
Preverili smo tudi uvrstitev izolatov z zapisom qnrS v filogenetske skupine po metodi iz leta 
2000 (Clermont in sod., 2000). Ugotovili smo, da se večina izolatov uvrsti v skupini A (48,38 
% QnrS-pozitivnih izolatov) in B1 (32,26 % QnrS-pozitivnih izolatov). 
Da bi preverili splošno prevalenco različnih VFG, smo za vse izolate z metodo PCR preverili 
prisotnost genskih zapisov za 20 dejavnikov virulence. Med njimi je bilo tudi 5 genov, za 
katere so Johnson in sod. (2008b) predvidevali, da bi jih lahko uporabili za hitro 
identifikacijo sevov APEC. Hipotezo je Cordoni s sod. ovrgel leta 2016, saj naj bi bilo to 
število genov prenizko za mnoge vzorce iz njihove zbirke. Kogovšek in sod. (2018) so za 
hitro detekcijo z metodo LAMP (angl. loop-mediated isothermal amplification) predlagali 
gene sitA, traT in ompT. Metoda se je izkazala za občutljivo, specifično in ponovljivo ter 
uporabno tudi na terenu, saj dobimo rezultate v manj kot 35-ih minutah. 
Med adhezini smo največkrat potrdili prisotnost zapisa fimH (90,6 %). Podobno zastopanost 
zapisa fimH so v svojih zbirka sevov APEC poročali tudi drugi (Azam in sod., 2019; Al-
Kandari in Woodward, 2019; Kogovšek in sod., 2019). Pri večjem deležu izolatov smo 
potrdili tudi prisotnost VFG povezanih s privzemom železa, ki je za bakterije omejujoči 
dejavnik. Največjo prevalenco imata gen sitA (89,1 %) in iroN (68,8). V primerjavi s 
podobnimi študijami (Kogovšek in sod., 2019; Azam in sod., 2019) je prevalenca v naši 
zbirki višja za 3-10 %. Nekoliko, a ne bistveno manjšo prevalenco imata gena iucD (54,7 %) 
in iutA (57,8 %), ki je primerljiva z ugotovitvami Kogovšek in sod. (2019). Najmanjkrat pa 
smo potrdili prisotnost genov irp2 ter fyuA (25 %). O nizki prevalenci gena irp2 so poročali 
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tudi Kogovšek in sod. (2019), medtem ko je bila prevalenca v zbirki, ki sta jo genotipizirala 
Al-Kandari in Woodward (2019) mnogo višja (88,5 %). Zelo pogosto smo potrdili tudi 
prisotnost genov ompT (87,5) in iss (68,8), ki sta povezana z delovanjem imunskega sistema 
gostitelja. Prevalenca teh genov je primerljiva s poročano prevalenco iz primerljivih študij 
(Azam in sod., 2019; Kogovšek in sod., 2019). 
Za trinajst izolatov, ki so bili na gojiščih KA hemolitični, smo preverili prisotnost 4 genov, 
ki lahko omogočajo hemolizo na ploščah z gojiščem in dodano govejo krvjo. Pri dvanajstih 
izolatih smo potrdili prisotnost gena hlyF. Pri enemu izmed hlyF-pozitivnih izolatov smo 
hkrati potrdili prisotnost tsh. Za en hemolitičen izolat nismo uspeli potrditi prisotnost genov, 
ki so pri E. coli povezani s hemolizo (hlyA, hlyEN, tsh, hlyF). 
Iz Slike 8 je razvidno, da je prevalenca genov, ki jih za opredeljevanje sevov APEC 
predlagajo Johnson in sod. (2008b), višja pri ESBL-pozitivnih sevih, čeprav jih lahko 
potrdimo tudi pri AmpC-pozitivnih izolatih. 
Preverili smo tudi skladnost potrjenih VFG med izolati, ki smo jih uvrstili v isto skupino EP 
in opazili večja odstopanja (Preglednica B). Odstopanja so lahko posledica plazmidne 
lokacije nekaterih VFG. Pri ERIC-PCR namreč pomnožujemo zaporedja znotraj 
kromosomov. 
Konjugacija je eden od pomembnejših načinov širjenja prenosa determinant za odpornost 
proti protimikrobnim učinkovinam (von Wintersdorff in sod., 2016). Večina do danes 
objavljenih člankov, povezanih z encimi ESBL/pAmpC ne opredeljuje frekvenc konjugacij, 
temveč konjugacije omenjajo zgolj kot metodo preverjanja prisotnosti konjugativnih 
plazmidov ali zaradi lažje izolacije plazmidov iz laboratorijskih sevov, kakor iz izvornih 
izolatov (Niero in sod., 2016; Ye in sod., 2018). 
S konjugacijami smo želeli preveriti ali so determinante za odpornost proti protimikrobnim 
učinkovinam nahajajo na konjugativnih plazmidih. Kot recipientski sev smo uporabili sev 
J53 Azr, ki je tudi sicer po literaturnih navedbah največkrat uporabljen recipient v tovrstnih 
raziskavah. Pri delu smo se soočili s kar nekaj metodološkimi težavami, kot npr. podaljšan 
čas inkubacije do željenega števila celic (108 cfu/mL) oziroma izolacija transkonjugant. 
Zaradi težav pri konjugaciji na trdnem gojišču BHI smo konjugacije ponovili v tekočem 
gojišču BHI. Konjugacije v tekočem gojišču so hkrati omogočile spremljanje frekvence 
prenosa plazmidov. Konjugacija je bila uspešna pri 59-ih od 64-ih izolatov. Transkonjugante 
donorjev, ki niso bili uvrščeni v skupine A1, smo potrjevali genotipsko z določanjem 
filogenetske skupine po metodi iz leta 2000 (Clermont in sod., 2000). Pri donorjih iz skupine 
A1 smo transkonjuganto lahko potrdili šele z izolacijo pDNA in izdelavo restrikcijskega 
profila plazmida. Frekvence prenosov so se razlikovale v odvisnosti od donorskega izolata 
in selekcioniranega rezistotipa transkonjugante, a so vse bile relativno nizke. Za nekatere 
izolate s potrjenim zapisom qnrS in encimom ESBL tipa SHV sprva nismo uspeli izolirati 
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transkonjugant. Ugotovili smo, da lahko transkonjugante s plazmidnim alelom blaSHV-12 
izoliramo na gojišču z dodanim natrijevim azidom in cefotaksimom v koncentraciji 1 
μL/mL, in ne 2 μL/mL, kot je večinoma opisano v literaturi. Pri raziskavah širjenja 
plazmidno zapisane odpornosti bi morali pridobiti več podatkov o frekvencah prenosa in v 
povezavi s tem tudi opredeliti dejavnike, ki bi konjugacijo zavirale oziroma pospeševale, 
npr. prisotnost različni koncentracij protimikrobnih učinkovin, različne temperature 
inkubacij itd. 
Vpliv prenesenih konjugativnih plazmidov v sev J53 na MIK transkonjugant za 
ciprofloksacin smo preverjali s t.i. E-testi opisanim v poglavju 3.2.2.3. MIK recipienta je bil 
0,008 μg/mL (Slika 9), kar sovpada s tistim, ki so ga leta 2003 določili Jacoby in sodelavci. 
Pri izbiri testiranih transkonjugant smo izbrali tudi nekaj konjugacij, pri katerih smo dobili 
transkonjugante z različnimi rezistotipi. Tako smo preverili hipotezo, da je lahko v istem 
izolatu prisotnih več plazmidov (donorji z oznakami B6, B15, C1, C2, C9). Na podlagi 
določenih MIK lahko sklepamo, da ima donor B6 en plazmid, na kateremu je več 
determinant odpornosti. Podoben primer je izolat C1. Izolati B15, C2 in C9 imajo glede na 
MIK vsak vsaj 2 plazmida. Pri transkonjugantah vseh izolatov, za katere smo potrdili 
prisotnost gena qnrS, je prišlo do predvidenega zvišanja MIK (iz 0,008 μg/mL na 0,25 oz. 
0,38 μg/mL). To potrdi našo domnevo, da je gen qnrS plazmidno kodiran. Izjema je 
transkonjuganta C55 ACTX2, pri kateri nismo potrdili genov qnr, MIK pa se je zvišal na 
0,38 μg/mL. V tem primeru gre verjetno za drugačno determinanto, ki pa vseeno omogoči 
stopnjo odpornosti, ki je primerljiva tisti, ki jo posreduje qnrS. Pri preostalih 
transkonjugantah spremembe MIK-a nismo zaznali ali pa je sprememba v okviru 
eksperimentalne napake (0,012-0,016 μg/mL). 
S primerjavo treh metod za izolacijo pDNA smo ugotovili, da izoliramo dovolj DNA za 
nadaljnje delo zgolj z uporabo prirejenega protokola za alkalno hidrolizo. Plazmidno DNA 
smo tako izolirali iz večine transkonjugant, v nobenem primeru pa je nismo uspeli izolirati 
iz donorskih lizatov. 
Na podlagi prisotnosti genskega zapisa qnrS, alela blaSHV za ESBL β-laktamazo skupine 
SHV, primerjave restrikcijskih profilov plazmidov transkonjugant in uvrstitve donorskega 
izolata v klonalno skupino smo ugotovili, da se plazmid-blaSHV-12 širi v isti reji in med 
različnimi, tudi lokacijsko ločenimi rejami predvsem horizontalno. Enak oz. zelo podoben 
plazmidni restrikcijski profil smo potrdili pri 23-ih transkonjugantah, pridobljenih iz 22-ih 
donorjev, ki smo jih uvrstili v 11 skupin EP (Slika 11). Prilogi C in D prikazujeta uvrstitev 
izolatov v reje glede na čas vzorčenja. Izolati s plazmidom iz Slike 11 so jasno označeni. 
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6 SKLEPI 
V skladu z dobljenimi rezultati: 
• potrjujemo hipotezo: 
- Izolati E. coli v isti reji, ki smo jih pridobili z vzorčenjem v različnih časovnih 
obdobjih, in imajo različne zapise za odpornost iz skupin ESBL in AmpC pripadajo 
različnim ERIC-klonalnim skupinam. 
• potrjujemo hipotezo: 
- Izolati E. coli v isti reji, ki smo jih pridobili z vzorčenjem v različnih časovnih 
obdobjih, in imajo enake zapise za odpornost iz skupin ESBL in AmpC pripadajo 
enakim ERIC-klonalnim skupinam. 
• delno potjujemo hipotezo: 
- Genski zapisi za encime iz skupine ESBL, AmpC in PMQR se širijo v in med rejami 
vertikalno z enakimi kloni E. coli in horizontalno na enakih plazmidih v različnih 
sevih E. coli. Vertikalno se širijo predvsem genski zapisi za CTX-M-1. Horizontalno 
širjenje je bolj značilno predvsem za genske zapise blaSHV-12. 
• delno potjujemo hipotezo: 
- Izolati E. coli iz različnih vzorcev (vzorčenih v enakem obdobju) – zrak, obujki in 
organi imajo podobne gene za dejavnike virulence. Število potrjenih dejavnikov 
virulence v izolatih znotraj iste reje, ki so bili vzorčeni ob istem času, se razlikuje 
glede na vrsto vzorca (zrak, obujek/feces, organi). Vzorci reje A, ki so bili odvzeti v 
4. tednu imajo tako 5 (organi), 6 (zrak) oziroma 11 (obujek/feces) potrjenih 
dejavnikov virulence. Edini primer, kjer smo potrdili enake dejavnike virulence, so 
vzorci reje G, pridobljeni v 16. tednu. Med AmpC- in ESBL- pozitivnimi izolati smo 
najpogosteje potrdili gene fimH, iss, ompT, iroN, iucD-iutA in sitA. 
• potrjujemo hipotezo: 
- Frekvenca konjugacije plazmidov, z zapisom za encime iz skupin ESBL in AmpC v 
sev J53 Azr, so različne in odvisne predvsem od vrste plazmida. Tudi v primeru 
prenosa enakega (oz. zelo podobnega) plazmida iz različnih donorjev (Slika 11), so 
se frekvence prenosa razlikovale (10-4-10-7). Frekvence konjugacij vseh zaznanih 
konjugativnih plazmidov so bile relativno nizke. 
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7 POVZETEK 
 
Escherichia coli je po Gramu negativna bakterija, ki je v prebavnem traktu toplokrvnih živali 
prisotna kot komenzal. Znani pa so tudi mnogi patotipi, ki zaradi nabora enega ali več 
dejavnikov virulence povzročajo številne bolezni. Problematično je naraščanje števila 
patogenih sevov, ki so (večkratno) odporni proti številnim protimikrobnim učinkovinam. 
Kot eno najbolj kritičnih groženj je WHO izpostavil tudi ESBL- (in tudi AmpC-) pozitivne 
seve E. coli, ki so sposobni inaktivacije večine medicinsko pomembnih betalaktamov. 
Izolati, ki smo jih tekom našega raziskovalnega dela preiskovali, so bili prvotno fenotipsko 
opredeljeni kot ESBL- in AmpC-pozitivne bakterije vrste E. coli. Po podrobnejši genotipski 
opredelitvi smo ugotovili, da je bilo več kot 10 izolatov zgolj na podlagi fenotipskih metod 
napačno opredeljenih. V podporo molekularno-epidemiološkim študijam bi bilo potrebno 
uvesti tudi rutinsko genotipsko testiranje različnih genov in alelov povezanih z odpornostjo. 
Z metodo PCR smo preverili prisotnost genskih zapisov za encime iz skupin ESBL (TEM, 
SHV, OXA, CTX-M), plazmidno posredovane cefalosporinaze iz skupine AmpC (CMY) ter 
plazmidno posredovano odpornost proti kinolonom (Qnr). Med skupinami β-laktamaz smo 
največkrat potrdili prisotnost skupine SHV-alel blaSHV-12 (40,3 % izolatov). Pri 
triinštiridesetih odstotkih izolatov smo potrdili prisotnost gena qnrS iz skupine PMQR , med 
katerimi jih je 92,9 % hkrati imelo tudi genski zapis blaSHV-12. Izolate smo uvrstili v 
filogenetske skupine po metodi, ki jo je leta 2000 objavil Clermont s sodelavci. Prav tako 
smo izolate uvrstili v skupine po prenovljeni metodi (Clermont in sod., 2013). V obeh 
primerih je bila najvišja prevalenca izolatov filogenetske skupine A in B1. Največjo razliko 
v razporeditvi izolatov opazimo v prvotni skupini D. Izmed prvotnih 14 izolatov skupine D 
jih po razvrstitvi s prenovljeno metodo v skupini D ostane le 4. Sedem izolatov se 
prerazporedi v skupino F in trije v skupino E. 
Genotipsko smo preverjali tudi prevalenco za 20 dejavnikov virulence, med katerimi so po 
številu pozitivnih izolatov najbolj izstopali fimH (90,6 %), sitA (89,1 %), ompT (87,5 %), iss 
in iroN (oba 68,8 %), iutA (57,8 %) ter iucD (54,7 %). Trinajst izolatov je na gojišču KA 
imelo hemolitično aktivnost, zato smo pri teh izolatih preverili tudi prisotnost zapisov za tri 
poznane E. coli - hemolizine ter avtotransporterski protein (hlyA, hlyEN, hlyF in tsh). Za 
dvanajst (90,3 %) hemolitičnih izolatov smo potrdili prisotnost genskega zapisa hlyF. 
Trinajsti izolat je bil negativen na vse testirane hemolizine in gen tsh. 
V drugem delu magistrske naloge smo plazmidno kodirane determinante, ki omogočajo 
odpornost proti protimikrobnim učinkovinam, s konjugacijo prenesli v recipientski sev J53 
Azr. Transkonjugante smo izolirali za 59 donorskih izolatov. Ugotovili smo, da se frekvence 
prenosa precej razlikujejo glede na donorski izolat in selekcionirani rezistotip 
transkonjugant. Uspešno smo izolirali plazmidno DNA in s pripravo restrikcijskih profilov 
potrdili kroženje dveh skoraj identičnih plazmidov, med klonalno nepovezanimi sevi znotraj 
in med posameznimi rejami. 
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